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RESUMEN 
Esta tesis tuvo como objetivo general aplicar estrategias de propagación y 
bioprospección química a dos especies nativas del monte patagónico (Prosopis 
alpataco Phil., “alpataco” y Condalia microphylla Cav., “piquillín”) para su 
conservación y uso sostenible. La hipótesis que sustenta el trabajo supone que la 
puesta a punto de estrategias de propagación de estas especies facilitaría la 
introducción de plantas en ecosistemas degradados, rescatando su valorización y 
uso sostenible. Por otro lado, las estrategias de bioprospección permitirían conocer 
los principales usos potenciales de estas especies. 
En el Capítulo 1 se analiza el problema regional y se contextualiza la investigación. 
El avance de la desertificación en la región Patagónica es el principal problema socio-
ecológico y ambiental. El monte rionegrino ha sido sometido a sobrepastoreo y tala 
excesiva dejando un suelo poco estructurado y expuesto a procesos de erosión y 
pérdida de biodiversidad. La demanda de tierra productiva asociada al corrimiento 
de la frontera agrícola, se traduce en el desmonte de vegetación nativa provocando 
diferentes impactos. P. alpataco y C. microphylla constituyen dos especies nativas 
del monte rionegrino frecuentemente utilizadas por los pobladores locales con fines 
medicinales, alimenticios y como especies madereras, para la producción de leña y 
postes. La restauración de la cubierta vegetal de estos ecosistemas degradados 
surge como una necesidad para la región y debe sustentarse en un conocimiento 
adecuado de la flora y de la biología reproductiva de las especies nativas.  
El Capítulo 2 tuvo como objetivos específicos optimizar protocolos de germinación 
de P. alpataco y C. microphylla y ajustar las condiciones del cultivo de tejidos in vitro 
de P. alpataco. Se generó nueva información sobre la reproducción y propagación y 
se determinó el patrón fenológico de cada especie en la región. Se analizó el efecto 
de la temperatura sobre la germinación en P. alpataco y se evaluó la germinación 
mediante la aplicación de tres métodos de escarificación: biológico (semillas aisladas 
de heces de ñandú), mecánico (corte total o parcial del tegumento seminal) y químico 
(inmersión en H2SO4 concentrado). La temperatura óptima para la germinación P. 
alpataco fue de 30 ºC. La escarificación química y mecánica incrementó 
significativamente la germinación respecto al control, pero el mayor porcentaje de 
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germinación (100%) en el menor tiempo, fue obtenido cuando las semillas fueron 
tratadas 30 min con H2SO4 (13 hs). Con la remoción total del tegumento seminal, el 
100% de germinación se obtuvo a las 22 horas. Esta dinámica de germinación es 
consistente con el incremento de masa observado durante la imbibición en las 
semillas sometidas a estos dos tratamientos. Además, las semillas tratadas 30 min 
con H2SO4 y sometidas al corte completo del borde seminal presentaron mayor 
desarrollo radicular durante los primeros dos días de germinación. Las semillas 
provenientes de escarificación biológica no superaron el porcentaje del tratamiento 
control. Los resultados de viabilidad y vigor de las semillas de P. alpataco indican 
que éstas germinan y desarrollan una plántula normal tanto en situaciones de 
siembra desfavorables como óptimas. Estos resultados sugieren que es posible la 
propagación exitosa de esta especie por semillas en condiciones de vivero, como 
primer paso hacia su domesticación, lo que facilitaría su producción masiva para la 
reintroducción en ecosistemas nativos. 
Respecto a C. microphylla, se intentó superar la dormición física impuesta por el 
endocarpo a fin de optimizar un protocolo eficiente de germinación. Se evaluaron 
diferentes métodos de escarificación y el mayor porcentaje de germinación (36%) se 
alcanzó con el desgaste manual de la zona basal del endocarpo. Los endocarpos no 
escarificados, no registraron eventos de germinación. La evaluación de la imbibición 
de los endocarpos indicó que en la zona basal se localizaría la barrera física que 
impide la entrada de agua y gases necesarios para iniciar el proceso germinativo y 
produce la dormición. Esta barrera estaría formada por el tejido de la zona basal 
externa y el que tapona los poros germinativos. Así, los resultados obtenidos indican 
que cualquier método capaz de eliminar estos tejidos permitiría la germinación de las 
semillas. La escarificación mecánica resultó adecuada ya que permitió direccionar la 
remoción de dicho tejido.  
En esta sección se describen además, los resultados obtenidos en la 
micropropagación de P. alpataco vía organogénesis y embriogénesis somática. Se 
ajustó un protocolo simple para la propagación vegetativa in vitro de la especie a 
partir de explantes juveniles. La obtención de brotes adventicios se obtuvo en un 
medio de cultivo de Murashige-Skoog (MS) sin reguladores de crecimiento. El mayor 
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porcentaje de enraizamiento de secciones nodales (37%) se obtuvo cuando el mismo 
medio de cultivo fue adicionado con ANA (3 mg/l). Las plantas obtenidas in vitro a 
través del cultivo de segmentos nodales fueron exitosamente repicadas ex vitro y 
transferidas a campo. Las mismas fueron utilizadas para repoblar el ecosistema 
regional a través de un acuerdo con Dirección de Bosques y Desarrollo Forestal de 
Rio Negro. La embriogénesis somática de P. alpataco se obtuvo a partir de explantes 
cotiledonares cultivados con 2,4D y BA. Los embriones obtenidos se mantuvieron en 
el mismo medio basal, diluido a la mitad de su concentración, en ausencia de 
reguladores de crecimiento. Así, los embriones somáticos generaron embriogénesis 
somática secundaria o completaron su desarrollo hasta la formación de un par de 
hojas verdaderas. La tasa de conversión a plántula fue de 10%. El proceso completo 
de embriogénesis somática se produjo en un periodo de 5 meses y fue corroborado 
a través del análisis histológico de los callos. Si bien P. alpataco respondió 
satisfactoriamente al cultivo de tejidos in vitro, deberán contemplarse otras variables 
a fin de obtener mayor eficiencia de los procesos de organogénesis y de 
embriogénesis somática. 
En el Capítulo 3 se evaluaron las propiedades medicinales y nutritivas de las 
especies seleccionadas (bioprospección química y alimentaria). Esta investigación 
permitió identificar productos con usos actuales o potenciales y cumple un papel 
fundamental para el uso y protección racional de la biodiversidad. Esto permitiría 
atender las actuales demandas de nuevos productos naturales con propiedades 
nutricionales y que cumplan un rol muy importante como agentes protectores de la 
salud. Se evaluó la composición química y nutricional de la harina integral del fruto 
de alpataco a fin de relevar su potencial uso alimentario humano y animal, en el 
marco del aprovechamiento múltiple de la especie. Los frutos enteros resultaron una 
fuente importante de hidratos de carbono (62%), fibras (25%) y proteínas (10%), 
poseen un alto valor nutricional (317,15 Kcal/100 g) y un predominio de ácidos grasos 
insaturados (81,6%). Los bajos niveles de hemoaglutinina y polifenoles obtenidos, 
no representan un riesgo para la salud ya que además estas sustancias tienden a 
disminuir durante el procesamiento de los alimentos. Otros parámetros deben ser 
estudiados para determinar el potencial nutricional y tecnológico del fruto de alpataco 
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como substituto de alimentos tradicionales destinados a poblaciones específicas. Se 
evaluaron las propiedades funcionales de los frutos frescos de C. microphylla y de 
diferentes extractos, así como también la toxicidad de la corteza, reportada para este 
arbusto sobre vertebrados. Los frutos de C. microphylla presentaron un bajo aporte 
de proteínas (4,85%) y de lípidos (1,5%) y un alto contenido de hidratos de carbono 
(74%). La mayor cantidad de polifenoles extraídos fue de 343,45 mg GAE/100g peso 
fresco. La mayor actividad antioxidante in vitro se obtuvo en el extracto acetónico.  
La concentración de proteína soluble que produjo efectos tóxicos en el modelo de 
pez cebra (< 100 µg/ml), permite considerarlo como un compuesto con potencial 
actividad biológica. Para la evaluación de la toxicidad in vivo de la corteza de esta 
especie se utilizó por primera vez el modelo biológico del pez cebra (Danio rerio). 
Este modelo permitió hacer una valoración efectiva del “mal del piquillín” ya que las 
sintomatologías de toxicidad observadas fueron compatibles con las reportadas en 
ganado vacuno y porcino para esta enfermedad. Se deberán diseñar nuevos 
ensayos, tendientes a identificar los compuestos tóxicos.  
En conclusión, se ajustaron protocolos de propagación para ambas especies; se 
avanzó en el conocimiento de la germinación, de los tratamientos para optimizarla y 
de la respuesta in vitro de P. alpataco, reportándose por primera vez la 
embriogénesis somática en esta especie. El ajuste de estas metodologías y el 
conocimiento generado sobre bioprospección de P. alpataco y de C. microphylla 
permite considerar nuevas alternativas de uso sustentable de estas especies, en el 
área medicinal y alimentaria. En base al conocimiento generado, la hipótesis 
planteada puede ser aceptada cuyo propósito fue contribuir al conocimiento más 
profundo de dos especies nativas del Monte Patagónico. Esto fue posible a través 
de la búsqueda de principios activos que sustenten las propiedades medicinales y 
nutritivas populares y del conocimiento de su propagación, paso obligado para su 
producción bajo cultivo, su reintroducción en el ecosistema, domesticación, manejo 
sustentable y puesta en valor, aspectos fundamentales para el futuro abordaje de la 
problemática ambiental y social de la región. 
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ABSTRACT 
This thesis had as general objective to implement chemical strategies of propagation 
and bioprospecting on two species Patagonian native forest (Prosopis alpataco Phil, 
“alpataco" and Condalia microphylla Cav "piquillin") for conservation and sustainable 
use of these species. The hypothesis behind the work involves the development of 
propagation strategies of these species would facilitate the introduction of plants in 
degraded ecosystems, restoring its valor and sustainable use. Furthermore, the 
bioprospecting strategies would allow to know the main potential uses of these 
species. 
In Chapter 1 the regional problem is analyzed and contextualized. The advancing 
desertification in the Patagonia region is the main socio-ecological and 
environmental problem. This region has been subjected to overgrazing and 
excessive cutting leaving a soil poorly structured and exposed to erosion processes 
and loss of biodiversity. The demand for productive land associated with the shift of 
the agricultural frontier, it results in the clearing of native vegetation causing different 
impacts. P. alpataco and C. microphylla are native shrubs of Patagonian Monte 
frequently used by settlers for medicinal purposes, as food and timber species, to 
produce firewood and poles. The restoration of vegetation coverage of these 
degraded ecosystems is a need for the region and must be based on adequate 
knowledge of the flora and reproductive biology native species.  
Chapter 2 specific objective was to optimize protocols of germination for P. alpataco 
and C. microphylla and adjust conditions to in vitro tissue culture for P. alpataco. 
New information on reproduction and propagation was generated and was 
determined the phenological pattern of each species in the region. The effect of 
temperature on germination was analyzed in P. alpataco and germination was 
evaluated by applying three scarification methods: biological (feces seeds isolated 
of Rhea sp), mechanical (full cut or part of the seed coat) and chemical (immersion 
in concentrated H2SO4). The optimal chemical temperature for P. alpataco 
germination was 30 °C. The chemical and mechanical scarification increased 
germination significantly compared to the control but the mechanics has a highest 
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percentage of germination (100%) in the shortest time; this was obtained when 
seeds were treated 30 minutes with H2SO4 (13 hours). 
With total removal of the seed coat, 100% germination was obtained at 22 hours. 
This germination dynamic is consistent with the observed mass increase during 
imbibition in seeds subjected to these treatments. Also seeds treated 30 minutes 
with H2SO4 and subjected to full cutting edge of the seeds showed higher root 
development during the first two days of germination. Seeds from biological 
scarification did not exceed the percentage of control treatment. The results of 
viability and vigor of the seeds of P. alpataco indicate that they germinate and 
develop normal seedling both unfavorable situations as optimal planting. These 
results suggest that it is possible the successfully spread this species by seeds in 
nursery conditions, as a first step towards domestication, which would facilitate mass 
production for reintroduction in native ecosystems. Regarding C. microphylla, is 
trying to overcome physical dormancy imposed for the endocarp to optimize an 
efficient protocol of germination. Different methods of scarification and the highest 
percentage of germination were evaluated with manual reached the basal wear 
endocarp.  
The endocarps without scarification not germinated. The evaluation of the 
imbibitions of endocarps indicated that in the basal physical barrier that prevents the 
ingress of water and gases required would be located to initiate seed germination 
process and produces the dormancy. This barrier is formed by the tissue from the 
outer basal zone and germinative pore. Results indicate that any method capable of 
removing these tissues would allow germination in seeds. Mechanical scarification 
was adequate since allowed the removal of such tissue. 
This section also describes the results obtained in the micropropagation of P. 
alpataco from organogenesis and somatic embryogenesis pathways. A simple 
protocol for in vitro propagation of the species was adjusted from juvenile explants. 
Adventitious shoots was obtained from Murashige Skoog (MS) without growth 
regulators. The high errate of rooting was obtained when the same medium of culture 
was supplemented with NAA (3 mg/l) (37%). The plants obtained in vitro through the 
nodal segments were successfully transferred to ex vitro conditions. They were used 
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to repopulate the regional ecosystem through an agreement with Secretary of Forest 
Resources, Ministry of Agriculture and Fisheries of the Province of Rio Negro. 
Somatic embryogenic P. alpataco was obtained from cotyledon explants cultured 
with 2.4-D and BA. The embryos were kept in half strength liquid MS medium lacking 
hormones. So, under these conditions secondary somatic embryos were generated, 
or complete their development until the formation of a pair of true leaves. The rate 
of conversion to seedling was 10%. The complete process of somatic 
embryogenesis occurred in a period of 5 months and was confirmed with a 
histological analysis through calluses. While P. alpataco responded satisfactorily to 
in vitro tissue culture, new insight must be provided for other variables in order to 
obtain greater efficiency of organogenesis and somatic embryogenesis. 
In Chapter 3 were evaluated medicinal and nutritional properties of the selected 
species (chemical and food bioprospecting). The research conducted identified 
products with current uses or potential and plays a key role for the rational use and 
biodiversity protection. It was evaluated the chemical and nutritional composition of 
alpataco pod flour for its human and animal potential food use, in the context of 
multiple use of the species. The whole fruit were a major source of carbohydrates 
(61%) fibers (23%) and protein (10%), have a high nutritional value (317.15 kCal100 
g) and a predominance of unsaturated fatty acids (81.5%). Low levels of polyphenols 
and phytohemagglutinins obtained not represent a health risk because these 
substances tend to decrease during the processing of those foods. Other parameters 
should be studied to determine the potential nutritional and technological of alpataco 
fruit as a new substitute for traditional foods. Furthermore, the functional properties 
were evaluated and nutritional edible portion of C. microphylla fruit sand different 
extracts obtained, as well as toxicity of bark, reported for this shrub on vertebrates. 
The fruits of C. microphylla had low protein (4.85%) and lipids (1.47%) and high 
carbohydrates (75%). Polyphenols extracted has 343.45 mg GAE / 100g fresh 
weight. Most antioxidant activity it was obtained with the acetone extract. The 
concentration of soluble protein produces toxic effects in the zebrafish model (<100 
µg / ml), allows to consider it as a compound with potential biological activity. For the 
in vivo evaluation of the bark toxicity of this species It was used for the first time the 
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zebrafish (Danio rerio) biological model. This model allowed to make an effective 
assessment of the "evil piquillin" since the toxicity observed symptomatology was 
compatible with and reported in pigs for this disease. It shall be designed new trials 
to identify the toxic components. 
In conclusion, propagation protocols for both species were adjusted; progress was 
made in the knowledge of germination, and treatments that allow the in vitro 
response of P. alpataco. Our result could be of enormous significance, as only exists 
one report for the somatic embryogenesis of Prosopis genus. The setting of these 
methodologies and knowledge generated on bioprospecting P. alpataco and C. 
microphylla can consider new alternatives for sustainable use medicinal and food of 
these species, in the area. The hypothesis raised can be accepted based on the 
knowledge produced in this thesis, whose purpose was to contribute in the 
knowledge of two native species of the Patagonian Monte through the search for 
active ingredients that support popular medicinal and nutritional properties and to 
build knowledge for production under cultivation step, your domestication 
reintroduction ecosystem, sustainable management and enhancement, aspects 
fundamental for the future approach to environmental and social problems of the 
region. 
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I INTRODUCCION GENERAL 
Desde tiempos ancestrales, diferentes poblaciones con diversas identidades 
culturales se han asentado en el desierto de la Provincia Fitogeográfica del Monte. 
Con los años, estas comunidades han tenido que superar condiciones ecológicas 
extremas, y desarrollar estrategias que les permitieron hacer frente a esta tierra 
árida y hostil (Ladio & Lozada, 2009). 
Históricamente, los montes y matorrales proporcionaron refugio y forraje para la vida 
silvestre (Kingsolver et al., 1977; Martella & Navarro, 2006). Las comunidades 
locales han dependido de las especies xerófilas del Monte para su supervivencia, 
utilizándolas principalmente como alimenticias, medicinales, tintóreas, forrajeras, 
para la construcción y como recursos de combustibles (Burkart, 1976; D'Antoni & 
Solbrig, 1977). 
 
Sin embargo, con la llegada de los españoles, la relación entre estas comunidades 
originarias y las especies nativas del Monte fue alterada. La economía de 
aprovechamiento de los recursos de las comunidades locales, que no ocasionaba 
daño permanente a la naturaleza, fue cambiada por la economía de la explotación 
intensiva, prolongada e ilimitada del ambiente natural (Castro-Herrera, 1996).  
 
Se incorporaron así, estrategias comerciales en la utilización de los recursos 
naturales: el comienzo de la agricultura, la cría de animales, la introducción de 
especies exóticas y la explotación maderera. Después de siglos de uso intensivo de 
los recursos naturales sin planes de gestión, la economía actual del Monte se basa 
principalmente en cultivos de especies exóticas (olivo, uva, pera, frutos secos) y en 
la cría de ganado introducido (ovejas, cabras, vacas) (Vilela et al., 2009). 
Así, a lo largo de los años, la región ha experimentado cambios en los escenarios 
sociales y ecológicos. El avance de la frontera agrícola ha impactado sobre el 
ambiente natural y sobre la cultura de los pobladores a través de la erosión del 
conocimiento tradicional y con ello, la pérdida de saberes, que son el producto de 
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miles de años de interacción entre el hombre y su medio (Arias Toledo et al., 2010; 
Toledo, 2005). Esta situación ha sido ya documentada entre las comunidades 
mapuches de la Patagonia Argentina (Ladio, 2006).  
 
El manejo inadecuado (tala, sobrepastoreo, incendios, etc.) de los recursos leñosos 
de zonas áridas y semiáridas es una de las causas principales de la desertificación 
(Cony, 1995). Esto, junto con las alteraciones del ciclo del agua y los procesos de 
erosión del suelo integran hoy un proceso más amplio de desertificación progresiva 
(FAO, 1994). Esta problemática se ha profundizado además, como consecuencia 
del cambio climático global (Wilcox & Thurow, 2006). La sequía puso en crisis el 
concepto de sustentabilidad ambiental, ecológica y social de los sistemas 
tradicionales, basados en el uso intensivo de los recursos naturales.  
 
Las provincias de Río Negro, Santa Cruz, Neuquén y Chubut son las más 
comprometidas por el proceso de desertificación, y en las cuales se deberían 
priorizar las medidas de atenuación y/o control (Di Tella, 2006). En estas regiones 
susceptibles, con ciclos productivos discontinuos, no es posible utilizar 
intensivamente suelos de escaso desarrollo, que carecen de aptitud agrícola, 
practicando labranzas tradicionales; ni es posible sobrecargar los pastizales 
naturales casi permanentemente, en un ambiente frágil como el patagónico (Miñón, 
2010).  
 
Ante la actual crisis ambiental, ecológica y social que sufre el noreste de la 
Patagonia, resulta indispensable revisar críticamente las formas de producción 
utilizadas en los últimos años, desarrollar nuevas estrategias de conservación 
adaptadas a las condiciones locales, y promover actividades tendientes a rehabilitar 
las regiones afectadas. 
 
La modificación de la estructura natural de la vegetación genera pérdida de la 
complejidad de la diversidad biológica, efectos negativos en las poblaciones 
animales y vegetales autóctonos, así como en sus interacciones ecológicas (Pol et 
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al., 2005). Lewis (1995) dice que, cuanto menos biodiverso es un ecosistema, éste 
es más inestable ante cualquier cambio. La acción antrópica tiende a simplificar 
estos ecosistemas, de allí la fragilidad del ecosistema Monte.  
 
Las especies leñosas arbustivas Prosopis alpataco Phil. (alpataco) y Condalia 
microphylla Cav. (piquillín) han sido sistemáticamente taladas tanto para la 
obtención de leña o por el desmonte para el uso de la tierra con fines agronómicos. 
El 58% de la madera que provee el Monte anualmente, para la construcción y para 
uso leñero, es producida por especies nativas, principalmente Prosopis sp, 
Condalia microphylla y Geoffroea decorticans (Gillies ex Hook. & Arn.) Burkart 
“chañar” (SAyDS, 2003). Sin embargo, se cuenta con escasa información biológica 
sobre estas especies. Comparativamente, Prosopis alpataco es una de las 
especies menos conocida y estudiada respecto a otras del mismo género (Vega 
Riveros et al., 2011). 
 
A pesar de que muchas de estas áreas degradadas ya no podrán ser recuperadas 
totalmente, promover actividades tendientes a obtener material vegetal que permita 
rehabilitar el monte nativo, es una estrategia a utilizar. Desde el punto de vista 
ecológico y desde la perspectiva de la cobertura vegetal, se puede trabajar en 
regeneración natural, regeneración asistida mediante plantaciones, banco de 
semillas, establecimiento de plántulas, facilitación ecológica, estudio de los 
microorganismos en la regeneración de la vegetación, resistencia a la sequía con 
plantas de potencial industrial, entre otros (Pérez, 2015). 
 
Diversos autores recomiendan utilizar especies multipropósitos para reforestar 
zonas áridas y semiáridas degradadas (Felker & Guevara, 2003; Alban et al., 2002; 
Felker et al., 2001; Stanton et al., 2001; Felker, 2000; Vázquez Yanes et al., 1999; 
Harsh et al., 1996; Jordan, 1996; Fagg & Stewart, 1994; Wojtusik et al., 1993; Goyal 
& Arya, 1984). Se define como especie multipropósito a aquella que es utilizada por 
el hombre para múltiples usos, como suplir necesidades alimenticias, combustible, 
medicinal, fijación de carbono, sostén de suelo o artesanal, etc. Son especies 
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comprobadas en condiciones ecológicas dadas y destinadas a diferentes usos, no 
necesariamente excluyentes (Bennadji et al., 2007). Si estas especies son nativas, 
es aún más conveniente, ya que se tiende a una restauración ecológica.  
Por ello, un recurso fundamental para desarrollar estrategias tendientes al abordaje 
de la problemática regional patagónica, son las especies nativas y poblaciones 
locales que aseguran una buena adaptación a las condiciones de estrés de estos 
sistemas ecológicos. La selección de especies adecuadas para cada área a 
recuperar, combinados con un conocimiento profundo de la fisiología de la especie, 
disminuirán las probabilidades de fracaso (Cony, 1995). 
 
En el Monte Patagónico, las especies vegetales se encuentran sometidas a 
condiciones de estrés que afectan los procesos físicos, químicos y biológicos e 
inducen transformaciones metabólicas que le aseguran su supervivencia. La baja 
disponibilidad de agua y de nitrógeno, alta radiación UV-B, vientos intensos, la 
depredación, y los procesos de germinación y dispersión, pueden limitar en mayor 
medida el crecimiento de las plantas (Vilela et al., 2011) y el tamaño de la 
poblaciones futuras (Harper, 1977). En estos ambientes, la selección natural 
favorece la presencia de especies con alto nivel de defensa para proteger los tejidos 
(Coley et al., 1985) que se traduce en la síntesis de metabolitos secundarios (Vilela 
et al., 2011). 
 
Según Sapoznikow et al. (2008) probablemente la principal amenaza para los 
ecosistemas patagónicos sea la falta de conocimiento, incluyendo la pérdida o falta 
de saberes sobre la naturaleza de los pobladores locales, como parte integrante de 
la pérdida de la biodiversidad (Martin & Hoare, 1998). 
 
La falta de conocimientos básicos sobre la ecología, genética y fisiología de las 
especies nativas, así como también de aspectos sociológicos de los asentamientos 
humanos de estas áreas, ha llevado al fracaso a numerosos intentos de 
restauración o recuperación incluyendo la reforestación, en diversas partes del 
mundo (Cony, 1995). El conocimiento elemental, como la descripción básica de las 
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especies y el modo de propagación de una gran parte de la biodiversidad vegetal 
total, es todavía fragmentario y limitado. La información para propagar muchas 
especies nativas de uso actual y potencial, no existe o no está disponible.  
 
El alpataco (Prosopis alpataco) y el piquillín (Condalia microphylla), han sido 
utilizados como recurso alimenticio y medicinal por las comunidades indígenas de 
la árida estepa patagónica (Ladio & Lozada, 2009; Rapoport et al., 2003; Ramírez 
& Beloso, 2002; Steibel, 1997; Portal, 1996; Ruiz Leal, 1972; Ragonese & Martínez-
Crovetto, 1947). Sin embargo, no se conoce aún cuál es el aporte nutricional de los 
frutos, si poseen o no factores antinutricionales o tóxicos y cuáles son los principios 
activos y efectos farmacológicos demostrables que presentan estas especies en la 
región. Muy poco de este conocimiento local ha sido validado mediante bioensayos, 
y son menos aún los principios y/o moléculas que han sido identificados mediante 
tecnologías químicas analíticas. Por otro lado, tampoco se han ajustado estrategias 
de propagación existosas. 
 
Ante la situación de los recursos naturales del Monte Patagónico, es necesario 
poner en consideración la aplicación de nuevas tecnologías que permiten un mejor 
uso y manejo sostenible de los recursos naturales, no sólo desde el punto de vista 
del beneficio económico, sino también a nivel de la conservación de las especies 
(Melgarejo et al., 2002). Los avances en los últimos 40 años en la producción de 
información, conocimiento y avance tecnológico han llevado al desarrollo de 
tecnologías emergentes como las biotecnologías, que pueden dar apoyo a la 
restauración de ecosistemas.  
 
En este contexto, la integración apropiada de estrategias tradicionales y 
biotecnológicas puede conducir al aumento del conocimiento sobre nuestros 
recursos y a su aplicación en procesos de restauración ambiental y desarrollo 
productivo, mejorando la calidad de vida de las comunidades locales1. No es posible 
concebir ningún aprovechamiento de la biodiversidad si éste no es sustentable 
                                                             
1Plan estratégico de Ciencia, Tecnología e Innovación. MINCYT. Argentina 
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desde el punto de vista biológico/ambiental, económico y social (Quezada et al., 
2005) y no se puede hacer tal aprovechamiento, si no se conoce esa biodiversidad. 
La generación del conocimiento y las posibilidades de acceso resultan 
fundamentales para la valoración económica, social y ambiental de recursos con 
uso actual o potencial (Gudynas, 1996).  
 
La tesis tuvo como propósito contribuir al conocimiento más profundo y acabado de 
dos especies nativas del Monte Patagónico (Prosopis alpataco y Condalia 
microphylla), a través de la búsqueda de principios activos que sustenten las 
propiedades medicinales y nutritivas populares y del conocimiento de su sistema 
de propagación, paso obligado para su producción, bajo cultivo y domesticación, su 
reintroducción en el ecosistema y puesta en valor, aspectos fundamentales para el 
futuro abordaje de la problemática ambiental y social de la región. 
 
En base a lo expuesto los objetivos de esta tesis fueron: 
II Objetivo general  
Aplicar estrategias de propagación y bioprospección a dos especies nativas 
del monte patagónico (Prosopis alpataco y Condalia microphylla) para su 
conservación y uso sustentable. 
 
III Objetivos Específicos 
 Optimizar protocolos de germinación de Prosopis alpataco y Condalia 
microphylla. 
 Ajustar las condiciones del cultivo de tejidos in vitro de explantes de Prosopis 
alpataco y Condalia microphylla. 
 Evaluar propiedades medicinales y nutritivas de las especies seleccionadas. 
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IV Hipótesis 
 
La puesta punto de estrategias de propagación de las especies Prosopis 
alpataco y Condalia microphylla facilitaría la introducción de plantas en ecosistemas 
degradados, rescatando su valorización y uso sostenible. Por otro lado, las 
estrategias de bioprospección permitirían conocer los principales compuestos 
químicos y sus propiedades funcionales. 
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“El tiempo que dedicaste a tu rosa,  
es lo que hace que ella sea tan importante para tí”. 
El principito 
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 CAPITULO I 
 
1.1 CONTEXTO REGIONAL Y PROVINCIAL 
1.1.1 La Patagonia 
Argentina es el país de América Latina con mayor proporción de superficie 
árida, semiárida y subhúmeda seca, abarcando el 75% del territorio nacional. En su 
extremo sur se encuentra la Región Patagónica, que comprende la parte más 
austral del continente americano y se extiende desde aproximadamente los 39 ºS 
hasta el Cabo de Hornos, a los 55 ºS. Comprende una superficie aproximada de 
787.000 Km2, equivalente a casi un tercio de la superficie nacional (Ravelo et al., 
2011) (Figura 1). 
 
Figura 1. a) Región Patagónica Argentina, adaptado de Molares & Ladio (2012); b) 
división política de la Patagonia Argentina. Tomado de Mazzoni & Vázquez (2010).  
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La región Patagónica incluye a todas las mesetas, planicies y serranías 
comprendidas entre la vertiente oriental de la cordillera de los Andes y el océano 
Atlántico. La presencia de este cordón montañoso delimita un marcado contraste 
climático entre las tierras que se ubican al oeste (en cercanías del Pacífico) y las 
que se ubican al este, del lado del Atlántico. Así, este accidente orográfico 
determina la presencia de dos gradientes climáticos: el de precipitaciones y el de 
temperaturas. El primero varía en sentido longitudinal, las precipitaciones 
disminuyen abruptamente de oeste a este, determinando dos regiones 
contrastantes: la región andina con clima húmedo y la Patagonia extra-andina de 
clima semiárido a árido.  
Una característica relevante en esta región es la gran variabilidad interanual de las 
precipitaciones (el coeficiente de variación de precipitación media oscila entre 40% 
y 70%) (Le Houérou, 1999). Sin embargo, la disminución de las precipitaciones 
desde la cadena montañosa del oeste hacia el este se ve alterada por la influencia 
del océano Atlántico, en una región que se extiende a lo largo de la costa continental 
oriental (Figura 2). En este sentido, en la mayor parte del territorio las 
precipitaciones no superan los 200 mm (Paruelo et al., 1998a). Este gradiente de 
precipitaciones oeste - este, determina un gradiente de tipos de vegetación: 
bosque, estepa graminosa, estepa arbustivo-graminosa, estepa arbustiva y erial 
(Movia et al., 1987; Soriano, 1956). 
La Figura 3 muestra la transición de las unidades de vegetación en la región norte 
de la Patagonia Argentina (Hueck & Seibert, 1981). 
Las escasas precipitaciones y la distribución invernal de éstas, determinan un fuerte 
déficit hídrico estival (Paruelo et al., 2000). Las condiciones medioambientales 
áridas aumentan también por los fuertes vientos permanentes que provienen del 
oeste, más intensos durante la primavera y el verano, y que favorecen la 
evaporación (Mazzoni & Vásquez, 2010).  
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Figura 2. Precipitación media anual en la Patagonia. Tomado de Mazzoni & 
Vázquez (2010), modificado del Atlas Total de la República Argentina. Bs As (1982). 
 
 
Figura 3. Unidades de vegetación en Patagonia norte, adaptado de Gut (2008) y 
Hueck & Seibert (1972). Referencias:  
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Sobre la base de la relación evapotranspiración potencial / precipitación anual 
media, más del 55% de la Patagonia es árida o hiperárida y sólo un 9%, subhúmeda 
(Paruelo et al., 1998b). El límite de la estepa húmeda y seca se sitúa en la isoyeta 
de 250 - 300 mm (Oliva et al., 2001; León et al., 1998; Roig, 1998). 
Los vientos del oeste y el déficit hídrico durante la mayor parte del año constituyen 
uno de los rasgos climáticos característicos de la región (Rundel et al., 2007). 
Las temperaturas medias varían entre 3 y 12 ºC. Los fuertes vientos modifican 
sensiblemente la sensación térmica, y la reducen en promedio 4,2 ºC. Este efecto 
es más marcado en verano (Coronato, 1993), y puede generar veranos templados 
o más fríos, una característica distintiva del clima patagónico. 
La heterogeneidad de los recursos naturales de la región Patagónica y su 
complejidad geomorfológica ha dificultado históricamente la construcción de 
patrones de distribución biogeográfica. Varios autores han establecido regiones y 
subregiones en base a patrones de distribución de insectos (Morrone, 2015; 
Domínguez et al., 2006; Morrone et al., 2002, Roig, 1994, Maury, 1979, Ringuelet, 
1955a; 1955b; 1953), vertebrados (Reguero et al., 2002; Cracraft, 1985; Rabinovich 
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& Rapoport, 1975) y plantas (Roig 1998; Cabrera & Willink, 1973; Hueck, 1957; 
Cabrera, 1976; Soriano, 1956; Cabrera, 1953; Hauman, 1926). Sin embargo, aún 
existen discrepancias entre los diferentes tipos de estudios realizados y, hasta el 
momento, no se han llevado a cabo análisis integrales con taxas de plantas y 
animales, fundamentalmente con insectos, con los cuales éstas se encuentran 
estrechamente relacionados (Hechem et al., 2015). Brevemente, se pueden citar 
los siguientes trabajos: Lorentz (1876) realizó el primer ensayo de conjunto sobre 
fitogeografía argentina, que ha servido de base a todos los estudios posteriores 
sobre nuestra vegetación. Allí caracterizó la formación Patagónica. Frengueli & 
Cabrera (1940) y Cabrera (1947; 1976) realizaron las primeras descripciones de las 
comunidades patagónicas más comunes, basados en los estudios florísticos de 
Hauman (1926) (Figura 4). Hauman (1947) reconoció en la formación Patagónica 
dos regiones naturales, una oriental árida y otra occidental más húmeda, con sus 
límites coincidentes con la isoyeta de 150 mm.  
 
Figura 4. Mapa de las Provincias Fitogeográficas Argentinas en la región 
Patagónica, adaptado de Cabrera (1976). 
Soriano (1956) describe por primera vez de manera comprehensiva e integral la 
heterogeneidad de la región e identificó cinco distritos fitogeográficos dentro de la 
provincia de la Patagonia: Subandino, Occidental, Central, del Golfo de San Jorge 
y Fueguino. Cabrera (1971) en un ensayo preliminar, incluyó a la Payunia dentro 
de la provincia Patagónica y, en 1976, presenta en un tratado definitivo, las regiones 
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biogeográficas argentinas (versión impresa en 1994). Roig-Juñent (1994), en base 
a datos de distribución de insectos, identificó tres áreas de endemismo: Occidental, 
Austral y Central. León et al. (1998) avanzan sobre la descripción de Soriano, 
sintetizan los trabajos florísticos, fitosociológicos y ecológicos generados a partir de 
1970 por distintas instituciones y revisan los límites entre los distritos. Roig (1998) 
dividió la provincia Patagónica en los distritos de la Payunia, Septentrional, Central, 
Meridional y del Golfo San Jorge. Bertiller & Bisigato (1998) dividieron la región en 
dos provincias fitogeográficas (Figura 5).  
 
Figura 5. Principales subdivisiones de la región Patagónica de acuerdo con León et 
al. (1998) y Soriano (1956). Tomado de Paruelo et al., 2005. 
El Noreste de la Patagonia corresponde al extremo sur de la provincia 
Fitogeográfica Monte (principalmente tierras arbustivas con Larrea spp.), mientras 
que el resto del territorio está integrado por la Provincia Fitogeográfica Patagónica. 
Morrone (2001), a partir de un análisis panbiogeográfico de plantas, mamíferos e 
insectos, reconoció las provincias de la Patagonia Central y Patagonia Subandina. 
Morrone et al. (2002), en base a datos distribucionales de coleópteros, reconocieron 
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tres distritos dentro de la provincia de Patagonia Central: Payunia, Central y 
Fueguino. Domínguez et al. (2006) diferenciaron cinco áreas mayores y seis 
subordinadas con taxones de insectos, a partir de las cuales Morrone (2015) 
reconoció luego cinco subprovincias: Patagonia Occidental, Payunia (con los 
distritos de la Payunia Norte y Payunia Sur), Patagonia Subandina (con los distritos 
Subandino Septentrional y Subandino Meridional), Patagonia Central (con los 
distritos Chubutense, Santacruceño y del Golfo de San Jorge) y Fueguina. Algunas 
de estas áreas ya habían sido identificadas en análisis fitogeográficos previos 
(Roig, 1998; Cabrera, 1971; Soriano, 1956; Hauman et al., 1947). Los estudios 
realizados por Hechem et al. (2015) indican que un análisis de la región basado en 
plantas no permite reconocer fehacientemente las subprovincias de la Payunia, 
Patagonia Subandina y Central, debido a que no existen especies vegetales que 
justifiquen la relación entre los distritos que las constituyen.  
Pese a que la distribución de ecorregiones de la Patagonia ha sido objeto de estudio 
de diferentes autores, todos ellos mantienen aún ciertas discrepancias. Hechem et 
al. (2015) sugieren la incorporación de otros taxones de animales (vertebrados en 
particular) y plantas para resolver estas incongruencias e indican que “todas las 
regionalizaciones basadas solo en datos distribucionales deberían considerarse 
preliminares y un análisis biogeográfico cladístico basado en hipótesis filogenéticas 
de distintos taxones permitirá en un futuro contrastarlas”. 
La gran diversidad de ambientes ha favorecido el desarrollo de factores históricos-
culturales que han condicionado variantes en los procesos de apropiación y uso de 
las tierras (Ravelo et al., 2011). 
La Patagonia está poblada por 1,5 millones de habitantes que corresponden 
aproximadamente al 5% de la población argentina. La principal actividad económica 
agropecuaria de la Patagonia extra-andina es la cría extensiva de ovinos. Esta 
práctica, desarrollada durante más de 100 años, ha llevado a una importante 
degradación de estas tierras (Rabinovich & Torres, 2004; Golluscio et al., 1998; 
León & Aguiar, 1985). 
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La tenencia de la tierra es heterogénea, comprendiendo desde grandes latifundios 
hasta pequeños productores y pobladores rurales minifundistas. Estos últimos 
representan al 65% del total de productores patagónicos y se concentran en el 
sector norte de Patagonia (Provincias de Neuquén, Río Negro y norte de Chubut), 
siendo prácticamente inexistentes en el extremo sur (sur de la Provincia de Santa 
Cruz y Tierra del Fuego) (Ravelo et al., 2011). En cercanía de acuíferos en las 
tierras áridas hay pequeños asentamientos, puestos controlados por familias con 
antiguas raíces hispanas indígenas (llamados puesteros). Sus actividades 
principales son la ganadería, la extracción de madera y la fabricación de artesanías. 
Históricamente ellos son los verdaderos propietarios, sin embargo, la propiedad de 
la tierra suele ser poco clara y los puesteros son considerados legalmente como 
meros ocupantes. 
1.1.2 Provincia de Río Negro 
La provincia de Río Negro cuenta con una superficie de 203.013 Km2 y 
representa un 26% de la Patagonia y un 5% de la superficie total del país. Es una 
provincia con una extensa superficie territorial pero con una distribución poblacional 
desigual, concentrándose los mayores porcentajes de población en las ciudades de 
San Carlos de Bariloche, General Roca y Viedma. 
La provincia de Río Negro se encuentra en el extremo norte de la región 
Patagónica, y presenta una variada geografía de oeste a este (desde la cordillera 
al mar) y de norte a sur (desde los grandes valles a la meseta). Posee la misma 
heterogeneidad de la región Patagónica, marcada principalmente por gradientes 
térmicos, hídricos y edáficos. A estos gradientes se suma la complejidad 
geomorfológica de la provincia que determina diferentes tipos de suelo y sistemas 
de drenaje. Así, la provincia se ha sido subdividida por Bran et al. (2000) en áreas 
eco-productivas homogéneas, denominadas regiones ecológicas, representadas 
en la Figura 6. 
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Figura 6. Áreas Ecológicas en la Provincia de Río Negro. Fuente: Servicio Forestal 
de Zonas Aridas, Dirección de Bosques. Ministerio de Ganadería, Agricultura y 
Pesca de la Provincia de Río Negro, modificado de INTA. 
El Río Negro y el mar moderan los valores térmicos de la región, por ello el valle 
inferior tiene un clima semiárido y mesotermal (Peri, 2004). De acuerdo a los 
registros históricos la temperatura media mensual es de 14 ºC, y la amplitud térmica 
hace a la zona adecuada para el desarrollo de una amplia variedad de cultivos. El 
viento en esta región se hace presente durante todo el año, con velocidades que 
van desde un rango moderado a muy fuertes.  
Las zonas agropecuarias más importantes son las del Alto Valle y Valle Medio del 
Río Negro, donde se destaca la actividad frutícola. En ambientes más húmedos del 
secano norpatagónico predomina la agricultura de cereales de invierno y ganadería 
vacuna de baja densidad. En ambos casos, son sistemas extensivos de baja 
productividad y poco sustentables, debido a los procesos erosivos y al deterioro de 
la vegetación natural. 
En la zona árida de la provincia, principalmente en la región sur, se desarrolla la 
cría de ganado ovino lanero de baja productividad y sustentabilidad. Predominan 
los pequeños y medianos productores, que representan el 94% de los 
establecimientos agropecuarios. Sin embargo, debe considerarse que el 6% 
restante posee el 41% del total de ovinos de la provincia. Estos sistemas 
productivos fueron afectados por sequías extremas, voladuras de suelos y cenizas 
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volcánicas que redujeron significativamente las dotaciones animales. Gran parte de 
la región ha evidenciado un proceso de migración rural y abandono de los campos 
hacia los centros urbanos (Ravelo et al., 2011). 
 
1.2 PROVINCIA FITOGEOGRÁFICA DEL MONTE 
Denominada también Monte Argentino o Monte Occidental, la Provincia 
Fitogeográfica del Monte está definida por una estepa arbustiva donde se 
encuentran bien representadas algunas especies de Zigophyllaceae. Ocupa el 
oeste de la Argentina desde Salta (24º 35´S), centro de Catamarca, La Rioja, centro 
y este de San Juan, Mendoza, Neuquén, oeste de La Pampa, centro y este de Río 
Negro, y finaliza en la Costa Atlántica del Chubut (44º 20´S) (Figura 7).  
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Figura 7. Mapa de localización que muestra la región Monte indicando las distintas 
provincias que componen la región del norte, central y del sur. La región sombreada 
indica el área biogeográfica. Tomado de Ladio & Lozada (2009). 
 
A pesar de su extensión norte-sur, el rasgo más notable del clima es la constancia 
del régimen térmico (León et al., 1998). El relieve presenta llanuras, bolsones, 
laderas de montañas, mesetas. Sus suelos en general son arenosos y profundos, 
muy permeables; aunque también existen suelos rocosos y suelos salinos. El clima 
es seco y cálido en la parte septentrional; seco y fresco en la meridional. En el norte 
las precipitaciones son principalmente estivales, mientras que en el sur predominan 
las lluvias de invierno y primavera.  
En la Provincia del Monte predominan en forma absoluta las plantas xerófilas; sólo 
en el margen de los ríos o lagunas se hallan especies mesófilas o higrófilas.  
Pueden diferenciarse cuatro tipos de plantas xerófilas (León et al., 1998): 
a) abustos áfilos, con hojas reducidas o escuamiformes (Monthea aphylla, Cassia 
aphylla, Larrea divaricata), envoltura resinosa (Larrea divaricata), cutícula 
engrosada y/o parénquima acuífero (Monthea aphylla). Arbustos bajos hemisféricos 
en cojín o compactos (Brachyclados caespitosus)  
b) gramíneas cespitosas con porciones de la mata muerta en pie (Soriano 1956) y 
con hojas plegadas y cutícula gruesa (Stipa sp, Festuca sp) (Cabrera, 1971). 
c) hierbas perennes geófitas o hemicriptófitas (Hypochoeris sp) 
d) terófitas efímeras (Oenothera contorta, Microsteris gracilis) 
Esta Provincia no se encuentra dividida en Distritos y sus comunidades clímax son 
(Chebez, 2005): 
-El Jarillal: se desarrolla en bolsones y llanuras de suelo arenoso y arenoso-
pedregoso. Es una asociación de Larrea divaricata “Jarilla hembra”, Larrea 
cuneifolia “Jarilla macho”, Larrea nítida “Jarilla fina”, Monttea aphylla “Mata sebo”, 
Boungainvillea spinosa “Montenegro”. Además, son frecuentes algunos arbustos 
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como Senna aphylla “Pichana”, Prosopis torquata “Tintitaco”, Cercidium praecox 
“Brea”, Chuquiraga erinacea “Chilladora o Romerillo”, Prosopis alpataco “Alpataco”, 
entre otras.  
-Estepa espinosa: es la otra comunidad climax que ocupa hasta el norte de la 
provincia de Mendoza, con plantas espinosas como Plectocarpa sp. 
Además se encuentran comunidades serales como: bosques de “Algarrobo”, 
matorrales de “Jume” (Allenrolfea vaginata) y “Pichana” (Senna aphylla), pajonales 
de Sporobolus, estepas de “Olivillo” (Hyalis argentea) y “Hunquillo” (Sporobolus 
rigens). 
De acuerdo con el Programa Ambiental de las Naciones Unidas (PNUMA, 1992), el 
Monte se define bioclimáticamente como semiárido a árido. La precipitación media 
anual varía entre 30 y 350 mm, y la relación entre la precipitación y la 
evapotranspiración potencial oscila entre 0,05 y 0,5, lo que indica un déficit de agua 
para toda la zona (Rundel et al., 2007; Villagra et al., 2004). 
Si bien en la Patagonia el monte no presenta bosques de algarrobos (Prosopis sp), 
se hacen presentes las especies más arbustivas del género (P. alpataco, P. 
flexuosa, P. denudans). Varios géneros típicos del Dominio Chaqueño son 
comunes: Condalia, Cercidium y Capparis (Cabrera, 1976). 
En general, el monte en la región patagónica presenta una marcada homogeneidad 
fisonómico-florística que dificulta el reconocimiento de subunidades. (León et al., 
1998). Los límites del desierto del monte fueron inicialmente establecidos por 
Morello (1958) siguiendo criterios corológicos y ecológicos. Sin embargo, aunque 
aún no se produjeron estudios regionales a mayor escala, los límites fueron luego 
redefinidos en algunas áreas, en base a estudios locales (Roig, 1998; Cabrera, 
1976). 
De acuerdo a las provincias fitogeográficas establecidas por Cabrera (1976), la 
Provincia de Río Negro se ubica dentro de la Provincia del Fitogeográfica del Monte. 
En 1998, León et al., consideraron otros aspectos relevantes de la región 
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Patagónica extra-andina y presentaron una nueva caracterización que sitúa el 
noreste de la Provincia de Río Negro dentro de la unidad fisionómico-florística del 
Monte Oriental o Monte de Transición (ver Figura 6). 
1.2.1 Monte Pampeano o de Transición 
La ecorregión de Monte de Transición, dentro del distrito de Adolfo Alsina 
(Figura 6) ocupa una superficie de 8.419.775 Ha, lo que representa un 41% de la 
superficie provincial (Bran, 2000). 
Presenta un clima semiárido, con precipitaciones de 200 a 350 mm anuales y una 
temperatura media de aproximadamente 15 ºC. Se encuentra en el extremo noreste 
de la provincia de Río Negro, sobre planicies sedimentarias bajas. Predominan las 
estepas arbustivas de mayor cobertura que en el monte típico (50% a 80%) y menos 
transitable. Posee elementos arbóreos bajos aislados (Prosopis flexuosa 
“algarrobillo”) o en pequeños bosquecillos (Geoffroea decorticans “chañar”).  
Los tipos fisonómicos-florísticos más importantes son estepas arbustivas altas de 
Larrea sp (jarilla) y Prosopis sp y estepa arbustiva media, donde las jarillas se 
combinan con otras especies que se hacen muy abundantes como Chuquiraga 
erinacea (chilladora) y Condalia microphylla (piquillín) (Bran, 1992; Anchorena, 
1978).  
El estrato graminoso se enriquece respecto del monte típico con presencia de 
Sporobolus cryptandrus “esporobolo”, Stipa longiglumis “flechilla grande”, S. 
papposa “flechilla mansa”, Pappophorum spp “papoforo” y Trichloris crinita 
“tricloris”. Las gramíneas C4, poco representadas en el monte típico, cobran 
relevancia en esta unidad debido a la mayor temperatura, mayor precipitación y al 
régimen isohigro (Paruelo et al., 1998a; Paruelo & Leuenrot, 1996). Predominan 
aquí los suelos areno-limosos, moderadamente alcalinos y de escasa cantidad de 
materia orgánica (aridisoles). La principal actividad es la ganadería bovina. 
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1.3 DESARROLLO HISTÓRICO DE LA REGIÓN: LA DESERTIFICACIÓN EN LA 
PATAGONIA 
Históricamente, la transformación ecológica de las tierras del monte a través del 
riego permitieron la consolidación de las industrias de frutas y vino en el valle medio 
de Río Negro, que se convirtieron en cruciales para las bases económicas 
regionales (Ladio & Lozada, 2009). Sin embargo, estos oasis de regadío 
representan sólo una parte limitada del territorio de monte (3%) formando islas en 
una inmensa matriz de tierras improductivas y sin cultivar, donde la ganadería ha 
sido el principal medio de supervivencia en este desierto (Ladio & Lozada, 2004; 
Ojeda et al., 1998; Bendini et al., 1985; Morello, 1958). Entonces, dos formas de 
organización socio-económica coexisten en el monte, uno con una economía de 
mercado basada en los oasis irrigados (esto ha provocado que alrededor del 90% 
de la población resida en valles atravesados por ríos perennes) (Rundel et al., 2007) 
y el otro, con una economía de subsistencia basada en las zonas áridas (Ministerio 
de Ambientes y Obras Públicas, 1997). Un ejemplo de ello lo constituye el 
algarrobal. Este ha sido la fuente de subsistencia económica más importante para 
las comunidades humanas del monte durante muchos siglos y aún es muy utilizado 
por la población local (Abraham & Prieto, 1999). Los algarrobales han 
proporcionado a las personas y al ganado doméstico sombra, leña, postes de 
viñedos, madera y alimentos. Sin embargo, la explotación ha sido insustentable, ya 
que no se ha ajustado la tasa de extracción a la de recuperación de los recursos 
naturales. Esto ha llevado a la desertificación severa y, en consecuencia, el 
empobrecimiento de la población local. Existen otros ejemplos de asociaciones 
vegetales del monte que también han sido explotadas y degradadas (Rundel et al., 
2007). 
Aunque la mayor parte de esta región carece de aptitud agrícola, la alternancia 
histórica de ciclos húmedos y secos ha impulsado el desarrollo de la actividad 
agropecuaria, que creció a expensas del monte natural (Miñón, 2010). Este proceso 
de intensificación del uso de los suelos, la utilización sistemática de especies 
xerófilas, los incendios recurrentes, el sobrepastoreo y la tala de especies leñosas, 
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favorecieron la pérdida de la cobertura vegetal, de los recursos genéticos naturales 
y la instalación de monocultivos (Lini, 2008).  
La acción combinada de estas actividades antrópicas y condiciones naturales 
hostiles, no sólo produjeron un deterioro productivo y económico en la región, sino 
también una degradación ambiental muy significativa, con erosión edáfica 
manifiesta en grado variable, siendo frecuentes las voladuras de suelo que 
producen tormentas de tierra, el sobrepastoreo y la pérdida de cobertura vegetal 
(Enrique, 2010; Miñón, 2010). El 80% de la superficie de la región Patagónica 
presenta algún signo de deterioro (Ravelo et al., 2011) (Figura 8) y esto afecta su 
capacidad de generar bienes y servicios (anexo I). 
 
Figura 8. Desertificación en la Provincia de Río Negro. Fuente: Servicio Forestal de 
Zonas Aridas, Dirección de Bosques. Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca 
de la Provincia de Río Negro, modificado de INTA. 
La desertificación es un fenómeno global definido en todo el mundo como la 
degradación de tierras en zonas áridas, semiáridas y subhúmedas como resultado 
de actividades antropogénicas no adaptadas al uso de la tierra en estas regiones 
(PNUMA, 1991). Tal deterioro involucra la extinción local de especies, la erosión 
del suelo, la modificación de la estructura de la vegetación y la disminución de la 
productividad biológica del ecosistema. 
Cabe aclarar en este punto, que la desertificación debe diferenciarse de la aridez. 
Esta última hace referencia a una condición ambiental promedio, mientras que la 
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desertificación corresponde a un proceso de cambio direccional con una clara 
dimensión temporal. La aridez está determinada climáticamente y se define a partir 
de la relación entre la “demanda” de agua promedio anual de la atmósfera (la 
evapotranspiración potencial) y la “oferta” de agua promedio (la precipitación 
anual). El proceso de desertificación a menudo se acelera, retroalimenta, y sigue 
progresando, lo que aumenta los costos de rehabilitación en forma exponencial.  
Junto con las limitaciones de agua en el desierto, la desertificación es otro tema 
relevante en el monte, sometido al pastoreo excesivo y la deforestación, dejando 
expuestas las pendientes a procesos erosivos. Cabe destacar que estos sistemas 
tienen una lenta capacidad de recuperación natural debido tanto a las condiciones 
ambientales extremas como a la severa degradación intrínseca (Rundel et al., 
2007). La Patagonia ha sido afectada por procesos de desertificación que incluyen 
el 84% de su superficie (Del Valle et al., 1998). 
El avance la desertificación en la Patagonia es el principal problema socio-ecológico 
de la región (Soriano & Movia, 1986) y ya ha sido reconocido por varios organismos 
regionales, nacionales o internacionales que se ocupan de problemas relacionados 
con los procesos que favorecen el desarrollo del desierto (Cony, 1995). Sin 
embargo, en esta región el alcance, la gravedad y las características de la 
desertificación son a menudo desconocidos (Del Valle et al., 1998).  
Las causas son múltiples y complejas. La degradación del ecosistema patagónico 
resulta de las actividades humanas aceleradas por las acciones naturales. Las 
alteraciones antrópicas en la zona árida de la Patagonia han sido hasta ahora 
claramente dominantes respecto a los efectos de las tendencias climáticas. A 
futuro, se esperan cambios climáticos que agravarían el proceso de degradación 
existente, especialmente por el mayor desbalance hídrico resultante de las mayores 
temperaturas y del poco cambio en las precipitaciones (Di Tella, 2006). 
De acuerdo con diferentes autores (LUDEPA, 1995; Soriano & Movia, 1986; 
Soriano, 1983), las principales causas de la degradación de la tierra en la región de 
la Patagonia árida y semiárida podría resumirse como: (1) el sobrepastoreo y la 
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degradación del suelo, (2) la tala sistemática y excesiva de la leña y la degradación 
del suelo, (3) el uso indebido de los recursos hídricos, (4) causas combinadas 
(humanas y naturales), y (5) factores tecnogénicos relacionados con actividades 
humanas. 
Las consecuencias de estos procesos son: pérdida de biodiversidad, reducción de 
la productividad primaria y secundaria, moderación de fenómenos meteorológicos 
y de sus efectos, la purificación del agua y alteraciones hidrológicas y del aire, 
reducción de la materia orgánica, pérdida de la estructura de los suelos y 
alteraciones en la formación del suelo, la regulación de la composición atmosférica, 
el ciclado de nutrientes y materiales, la recreación, el estímulo intelectual y el control 
de la erosión, entre otros (Paruelo et al., 2005). Todas ellas determinan en su 
conjunto, una modificación significativa de la estructura y funcionalidad de los 
ecosistemas a largo plazo, tanto a escala local, como regional y global (Ravelo et 
al., 2011). 
Finalmente, cabe destacar que para entender la desertificación y la degradación de 
la tierra, también hay que reconocer que estos procesos constituyen un elemento 
integral de un nexo de desafíos de desarrollo globales como la pobreza, el cambio 
climático y la seguridad alimentaria, y deberán abordarse en ese contexto. En este 
aspecto, González (2000) afirma que existe una correlación entre la creciente 
pobreza y marginación social, que arrastra consigo la desertificación afectando a 
las comunidades involucradas. El deterioro del hábitat físico, pocas vías de 
comunicación, falta de oportunidades de educación y salud, etc. actúan como 
agentes de involución económico-social, provocando en muchos casos el 
abandono de establecimientos y el éxodo rural. El mismo genera desarraigo, 
trasladando problemas sociales a las poblaciones que reciben las migraciones y 
deben reinsertarlas en todos sus ámbitos. 
 
1.4 BIODIVERSIDAD, BIOTECNOLOGÍA Y BIOPROSPECCIÓN 
 La biodiversidad o diversidad biológica es la variedad de la vida. Este reciente 
concepto incluye varios niveles de la organización biológica. Abarca a la diversidad 
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de especies de plantas, animales, hongos y microorganismos que viven en un 
espacio determinado, a su variabilidad genética, a los ecosistemas de los cuales 
forman parte estas especies y a los paisajes o regiones en donde se ubican los 
ecosistemas. También incluye los procesos ecológicos y evolutivos que se dan a 
nivel de genes, especies, ecosistemas y paisajes. 
De la conservación de la biodiversidad, un patrimonio natural muy valioso, depende 
en gran medida la seguridad alimentaria, el equilibrio de los procesos ecológicos, 
la estabilidad climática, la protección de las cuencas hidrográficas e inclusive la 
regeneración de recursos básicos para la vida, como el agua, el aire y el suelo. El 
tema de la biodiversidad adquiere significativa importancia porque la satisfacción 
de las necesidades alimenticias y medicinales, de la mayoría de la población 
mundial se sustenta en el uso de los recursos biodiversos y del conocimiento 
tradicional de las comunidades nativas. Sin embargo, al incluir el manejo de la 
biodiversidad en el mundo del libre mercado se han gestado insospechados 
problemas, particularmente para los países subdesarrollados (Varea et al., 1997). 
Según Gudynas (1999) “La conservación es un conjunto de tareas que tienen por 
finalidad preservar la biodiversidad, permitiendo los usos humanos de una manera 
sustentable. Esto significa aprovechar los recursos naturales dentro de los ritmos 
de los ecosistemas en reproducir esos recursos, o dentro de sus capacidades para 
amortiguar los impactos negativos. La protección de esta diversidad biológica 
nacional implica custodiar su uso y apropiación”.  
Según el Convenio sobre Diversidad Biológica de 1992, la biotecnología podría 
definirse como "toda aplicación tecnológica que utilice sistemas biológicos y 
organismos vivos o sus derivados para la creación o modificación de productos o 
procesos para usos específicos”. La biotecnología utiliza la biodiversidad como 
insumo.  
La bioprospección es la búsqueda de materia viva con propiedades medicinales, 
industriales, farmacológicas y biotecnológicas, con marcadas implicaciones 
sociales, culturales, económicas, jurídicas y políticas (Carrizosa & Carrizosa, 2002). 
 31 
Aunque este término es una nueva denominación, existe una historia muy antigua 
que describe el uso de bioprocesos para la fabricación de productos, la cual abarca 
desde el empleo de la fermentación alcohólica en épocas anteriores, pasando por 
la fabricación de antibióticos, hasta la utilización actual de la proteómica y la 
genómica (Melgarejo et al., 2002).  
Desde que el hombre comenzó a utilizar la naturaleza, emprendió una etapa de 
explorar, identificar, utilizar, transformar y domesticar especies que le 
representaban algún tipo de beneficio. Sin embargo, en la actualidad esta búsqueda 
se ha intensificado generando impactos sobre la biodiversidad y comprometiendo 
la disponibilidad de los recursos naturales para las generaciones futuras. Ante esto, 
el empleo de nuevas tecnologías permiten un mejor uso y manejo sustentable de 
los recursos naturales, no solo desde el punto de vista del beneficio económico, 
sino también a nivel de la caracterización y conservación de las especies (Melgarejo 
et al., 2002). Estas innovaciones se han hecho extensivas a todas las ramas de la 
ciencia, por lo cual los avances en los últimos 40 años en la producción de 
información, conocimiento y avance tecnológico han llevado al desarrollo de 
tecnologías emergentes como las biotecnologías que permiten apoyar la actividad 
de bioprospección o prospección biológica.  
La bioprospección constituye una actividad íntimamente ligada a la historia misma 
de la ciencia. Tradicionalmente, los países centrales “antiguas potencias” han 
llevado a cabo actividades de bioprospección en países considerados “poco 
desarrollados”. Entre los más conocidos ejemplos históricos de bioprospección se 
encuentran las expediciones de Marco Polo (1254-1324) y de Charles Darwin 
(1809-1882), quienes incluyen minuciosos relatos acerca de la diversidad biológica, 
los productos, los procesos y los conocimientos relacionados con ella. Ambos se 
caracterizaron por la recolección de material vivo, en particular de especies 
desconocidas. También ocurría un hecho jurídicamente relevante -aunque 
aparentemente inconsciente- que era la colocación de los productos o procesos 
(muchas veces secretos) al alcance del público. La difusión pública ha sido notoria 
en las investigaciones publicadas por Charles Darwin (1809-1882) y Alfred Russel 
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Wallace (1823-1913). Este último, apasionado estudioso de la biodiversidad en 
zonas tropicales, se adelantó a plantear la problemática del impacto ambiental 
producido por la influencia del hombre (Darriba, 2013). 
La diversidad biológica ha sido entonces fuente de compuestos y materiales útiles 
para la obtención de alimentos, energía, refugio, medicamentos y otros servicios 
para el ser humano.  
En tiempo reciente, la utilización de recursos biológicos y genéticos como insumo 
de las biotecnologías y para desarrollar productos farmacéuticos, agrícolas, 
forestales e industriales, constituye una nueva forma de uso de la biodiversidad. 
Métodos biotecnológicos como los marcadores moleculares (AFLP, RFLP, 
microsatélites, minisatélites, ADN ribosomal, etc.), marcadores bioquímicos 
(isoenzimas), técnicas para estudios de metabolitos (cromatografía, RMN, etc.), 
técnicas de identificación y selección rápidas (ELISA, etc.) y de clonación vegetal y 
animal, permiten incrementar las tasas de utilización y potenciación de los recursos 
genéticos en materia de salud, agricultura, ambiente e industria (Melgarejo et al., 
2002).  
Desde una perspectiva amplia, el estudio sistemático del recurso biológico-genético 
y la transformación en un producto ha permitido el fortalecimiento de algunas 
cadenas de valor, comercialización a pequeña o gran escala y algunos avances en 
temas de propiedad intelectual y distribución de beneficios (Melgarejo, 2013). Sin 
embargo, la biodiversidad de muchas ecorregiones no ha sido en la actualidad 
completamente explorada química ni genéticamente. Esto constituye un potencial 
invalorable desde el punto de vista de recursos renovables. Es importante destacar 
en este punto que, para poder acceder a los recursos es necesario conocerlos 
(Wagner, 2007). El conocimiento de la diversidad biológica es la llave para salvarla, 
usarla y beneficiar a las presentes y futuras generaciones. Por otro lado, gran parte 
de este conocimiento está guardado por los pueblos indígenas (Aguilar Rojas, 
2005). 
En el análisis de cada concepto, la biodiversidad, la biotecnología y la 
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bioprospección, aunque son términos diferentes, comparten su origen en la 
biología, cuyo objeto de estudio es la vida de los organismos en su diversidad. 
Según Bravo Redondo & Pardo Terga (2002) conocer sus conceptos, estudiar la 
biodiversidad y analizar sus componentes dando la posibilidad de uso sustentable, 
es sinónimo de protección y sobrevivencia del gen, organismo, población, 
comunidad, ecosistema y biosfera, y es garantizar la calidad y el sentido de la vida 
del hombre. 
1.4.1 Algunas consideraciones bioéticas 
Los primeros avances sobre la exploración y explotación de los recursos que 
brinda la biodiversidad, fueron acompañados de gobiernos altamente permisivos, 
comunidades indígenas o culturales sumamente desprotegidas, y ausencia de todo 
tipo de legislación relacionada. Esto ha sido tema de discusión por los gobiernos, 
la comunidad académica, las empresas, y otros actores que integran el proceso.  
Así, en el artículo 1 de la Convención sobre la Diversidad Biológica (CDB)1, se 
establece como objetivos la conservación de la diversidad biológica, el uso 
sostenible de sus componentes y la distribución justa y equitativa de los beneficios 
resultantes de la utilización de los recursos. El CDB, establece que para acceder a 
los recursos es necesario primero contar con el consentimiento fundamentado 
previo de la comunidad o de aquel que tenga derecho, es decir, contar con la 
autorización del proveedor del recurso.  
En el Artículo 2, en los Objetivos de la Declaración Universal sobre Bioética y 
Derechos Humanos (inciso h) de la UNESCO, se menciona “destacar la importancia 
de la biodiversidad y su conservación como preocupación común de la especie 
humana”. En el Artículo 6 y en el 17 de la misma declaración, se establece que la 
investigación científica sólo se debería llevar a cabo previo consentimiento libre, 
expreso e informado de la persona interesada. La información debería ser 
adecuada, facilitarse de forma comprensible e incluir las modalidades para la 
revocación del consentimiento. 
  1 Convenio sobre la Diversidad Biológica.1992. 
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La persona interesada podrá revocar su consentimiento en todo momento y por 
cualquier motivo, sin que esto entrañe para ella desventaja o perjuicio alguno. Las 
excepciones a este principio deberían hacerse únicamente de conformidad con las 
normas éticas y jurídicas aprobadas por los Estados, de forma compatible con los 
principios y disposiciones enunciados en la presente Declaración, en particular en 
el Artículo 27, y con el derecho internacional relativo a los derechos humanos. En 
los casos correspondientes a investigaciones llevadas a cabo en un grupo de 
personas o una comunidad, se podrá pedir además el acuerdo de los 
representantes legales del grupo o la comunidad en cuestión. El acuerdo colectivo 
de una comunidad o el consentimiento de un dirigente comunitario u otra autoridad 
no deberían sustituir en caso alguno el consentimiento informado de una persona. 
Habrán de tener debidamente en cuenta la interconexión entre los seres humanos- 
Y el Artículo 17 declara la Protección del medio ambiente, la biosfera y la 
biodiversidad –así como de las demás formas de vida, la importancia de un acceso 
apropiado a los recursos biológicos y genéticos y su utilización, el respeto del saber 
tradicional y el papel de los seres humanos en la protección del medio ambiente, la 
biosfera y la biodiversidad. 
El CDB reconoce la soberanía de los Estados sobre sus recursos genéticos. La 
Constitución Argentina establece que “... Las autoridades proveerán a la utilización 
natural de los Recursos Naturales, a la preservación del patrimonio natural y cultural 
y de la diversidad biológica... Corresponde a la nación dictar las normas que 
contengan los presupuestos mínimos de protección, y a las provincias, las 
necesarias para complementarlas, sin que aquellas alteren las jurisdicciones 
locales...”. 
La provincia de Río Negro dictó la Ley 2600, que “...reconoce como del dominio 
público de la Provincia de Río Negro el patrimonio y los recursos genéticos y dictará 
la Provincia, la reglamentación necesaria para su registración y administración 
sustentable...” 
Es así que, después de la firma del Convenio de Diversidad Biológica (CDB) y de 
la Declaración Universal sobre Bioética y Derechos humanos, entre otros convenios 
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y declaraciones, el desarrollo de la biotecnología moderna y la práctica de 
bioprospección asumió un nuevo rol al convertirse en una potencial estrategia para 
que los países en desarrollo, ricos en biodiversidad, aumenten sus capacidades 
endógenas de realizar actividades de ciencia y tecnología. Lo acordado 
internacionalmente en el CDB especifica que a partir de ese momento el acceso a 
los recursos biológicos deja de ser libre, un patrimonio de la humanidad, y por lo 
tanto tales recursos son declarados como propiedad del país de origen (FAO; 
Duarte & Velho, 2009). En sintonía con ello, en los últimos años la constante 
preocupación de muchos países por mejorar la calidad de vida de las personas ha 
impulsado el desafío de buscar alternativas innovadoras de productos y satisfacer 
nuevas demandas de consumo, salvaguardando la biodiversidad y compartiendo 
los beneficios que ésta ofrece con otros países. 
Las prácticas de bioprospección y el uso de las biotecnologías permiten generar 
valor agregado a los recursos naturales de un país, aumentar los beneficios, la 
protección y el uso sostenible de estos recursos. Sin embargo, pese a que los 
acuerdos de bioprospección han sido sancionados por el CDB, la falta de una ética 
global convincente e intención clara por parte de la comunidad internacional, exige 
que la integridad intelectual de los pueblos indígenas y poblaciones rurales se 
confirme dentro de dichos acuerdos. 
En la bioprospección y la biotecnología, la distribución equitativa de beneficios con 
las comunidades locales son conceptos fundamentales cuando se llevan a cabo 
investigaciones sobre la diversidad biológica nativa, y necesitan abordajes 
participativos. Cabe destacar que el 80% de la población mundial depende de 
conocimientos indígenas para atender sus necesidades médicas y, al menos 50% 
de los habitantes del planeta, dependen de éste conocimiento para su subsistencia 
y alimentación (De Azqueta, 1997). 
La humanidad podrá obtener y disfrutar de productos bioactivos y genes 
susceptibles de aprovechamiento práctico, si las poblaciones rurales e indígenas 
participan en los estudios y si son legalmente protegidas para evitar una explotación 
destructiva (Wagner, 2007). La explotación desregulada de estos recursos pueden 
 36 
generar destrucción de hábitats, pérdida de biodiversidad e incluso llevar algunas 
especies a situación de riesgo de extinción. En muchos casos, esta situación ha 
provocado que las comunidades locales sean desplazadas de sus territorios 
tradicionales, o subsistan en ecosistemas severamente degradados. Todo ello 
resulta en detrimento de sus prácticas de subsistencia y manejo de recursos 
tradicionales, del conocimiento ecológico local y del saber acumulado acerca de las 
relaciones entre el hombre y el medio. Este fenómeno puede denominarse “la 
extinción de la experiencia” (Maffi, 2001). Esta situación revela como urgente el 
relevamiento de este conocimiento popular y el desarrollo de actividades de 
bioprospección que permitan promover la utilización y/o consumo de productos 
vegetales en condiciones óptimas de calidad y seguridad, garantizando la 
disponibilidad futura de estos recursos y la integridad de las comunidades 
generadoras de este conocimiento.  
En este marco conceptual y ético, la bioprospección y las biotecnologías se 
articulan como herramientas que utilizadas apropiadamente, pueden conducir al 
aumento del conocimiento sobre nuestros recursos y a su aplicación en procesos 
de desarrollo productivo y de restauración ambiental, que conduzcan a mejorar el 
ingreso y la calidad de vida de las comunidades locales2. Esta valorización 
sustentable de la biodiversidad, contribuye a movilizar mayores esfuerzos para su 
utilización y convertir la ventaja comparativa de biorriqueza en ventaja competitiva 
para el desarrollo sostenible. No es posible concebir ningún aprovechamiento de la 
biodiversidad si éste no es sustentable desde el punto de vista biológico, ambiental, 
económico y social (Quezada et al., 2005) y no se puede hacer un aprovechamiento 
sustentable si no se conoce esa biodiversidad.  
En Argentina, se considera relevante orientar las actividades científicas nacionales 
hacia la bioprospección2, la búsqueda e identificación sistemática de genes, 
proteínas, metabolitos y otros productos que posean un valor estratégico y que 
                                                             
2 Plan estratégico de Ciencia, Tecnología e Innovación. MINCYT. Argentina 
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forman parte de la diversidad biológica (Castree, 2003; Laird & Wynberg, 2002; 
Feinsilver, 1996).  
A partir de la bioprospección, en algunas especies vegetales, se ha logrado avanzar 
hacia caracterizaciones químicas de sus extractos o fracciones, las cuales han sido 
incorporadas en ensayos que, en algunos casos, han desplegado actividad 
biológica con interés comercial (Rocha, 2009). Sin embargo, para la obtención de 
compuestos químicos de la biodiversidad vegetal, es importante tener en cuenta 
además, la cantidad y calidad de la biomasa de donde se extraerán los principios 
activos, a fin de evitar la erosión del recurso. En este sentido, las biotecnologías 
simples se utilizan cada vez más como tecnologías ecológicas idóneas para apoyar 
procesos de bioprospección y escalamiento de la producción con gran potencial 
para solucionar problemas ambientales. Ya se aplican al tratamiento del agua y de 
los desechos sólidos (incluidos los plásticos biodegradables), la biominería, la 
agricultura (obtención de plantas resistentes a las condiciones ambientales más 
adversas), la reforestación y la lucha contra la desertificación. Estas técnicas son 
herramientas poderosas para la gestión integral de la biodiversidad, permitiendo 
conservar y restaurar la diversidad genética de una especie y entre las especies 
que conviven en un ecosistema, ya que ésta resulta fundamental para su posible 
adaptación a los cambios ambientales. 
La utilización de diversos microorganismos para la producción de alimentos o en la 
producción de antibióticos son solo algunos ejemplos conocidos de esta actividad. 
Sin embargo, en los últimos años, el enorme avance logrado por las técnicas de 
biología molecular y el desarrollo de la biotecnología han incrementado el interés 
en los programas de bioprospección, los cuales no se limitan actualmente al 
“screening” de los productos generados por los seres vivos, sino también a la 
búsqueda de los genes responsables de alguna actividad de potencial interés 
industrial. Cabe destacar que la mayoría de las investigaciones se realizan en los 
países desarrollados y quedan en el anonimato los verdaderos poseedores de los 
conocimientos tradicionales (Laza et al., 2003). Esto genera nuevas perspectivas 
de uso y acceso a recursos que antes no se conocían y agrega un nuevo y complejo 
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aspecto al ya complicado tema de las biotecnologías y de la bioprospección, el cual 
posee no sólo aspectos de debate en lo técnico, sino también en lo político, lo ético, 
lo ambiental, lo legal y lo comercial. 
 
1.5 PROPAGACIÓN Y REPRODUCCIÓN DE LAS PLANTAS 
La estrategia de vida de las especies vegetales define la importancia relativa 
de las etapas que conforman sus ciclos de vida, como así también la de los factores 
bióticos y abióticos que las regulan (Sagar & Mortimer, 1976). La multiplicación 
vegetativa y la reproducción por semillas representan los extremos de un continuo 
de alternativas de regeneración posibles, cuyo conocimiento facilita al hombre la 
implementación de planes de manejo sustentable.  
En un mismo ambiente, pueden encontrarse plantas cuya estrategia de 
propagación predominante es la reproducción clonal, y otras que se reproducen 
fundamentalmente por semillas. Entre estas últimas, existen también especies con 
requerimientos diferentes para su perpetuación. Aún en las especies con 
dominancia de reproducción clonal, las semillas constituyen una fuente de variación 
genética que capacita la adaptación de los diferentes genotipos a condiciones 
particulares del ambiente (Eriksson, 1989).  
El éxito de la emergencia y establecimiento de plántulas está fuertemente regulado 
por diversos factores abióticos y bióticos con distinta importancia relativa, según las 
características biológicas de la especie en cuestión y el ambiente en que se 
desarrolla (Sevilla & Fernández, 1991). 
La densidad de una población de plántulas depende de que ocurra una 
combinación adecuada, en tiempo y espacio, entre presencia de semillas 
germinadas y condiciones aptas para el crecimiento y el desarrollo embrional 
(Harper, 1977). Diversos factores externos a la población que interactúan con 
factores inherentes al banco de semillas, pueden explicar la variabilidad observada 
entre años y entre sitios en la densidad y estructura poblacional. 
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El ambiente inmediato a una semilla individual, que le provee el estímulo necesario 
para romper la dormancia, las condiciones necesarias para que el proceso de 
germinación tenga lugar, los recursos (principalmente agua y oxígeno) consumidos 
en el transcurso de la germinación, y la ausencia de efectos de competidores, 
depredadores, patógenos y sustancias tóxicas del suelo, ha sido definido como sitio 
seguro. Su calidad determinará la velocidad y el éxito del establecimiento, y variará 
dentro y entre especies (Harper, 1977). Por ello, resulta necesario modificarlo de 
acuerdo a los requerimientos cambiantes de la plántula durante su desarrollo 
(Naylor, 1985).  
Las plantas del desierto desarrollan estrategias individuales o combinadas que le 
permiten la supervivencia bajo condiciones de estrés como aquellas relacionadas 
con la dispersión y con la germinación de las semillas (Gutterman, 1994). La 
diversidad y la productividad de las zonas áridas dependen de la interacción entre 
las limitaciones ambientales que presenta cada región en particular y el complejo 
de adaptaciones desarrolladas por los organismos, que les permiten mantener el 
balance de agua y energía térmica dentro de límites viables (Villagra et al., 2011). 
Se pueden mencionar dos tipos de propagación de plantas, según la parte de éstas 
que sea utilizada por el hombre para su multiplicación. 
1. Reproducción sexual, cuando se utilizan semillas  
2. Propagación vegetativa o asexual, cuando se utilizan otras partes de las plantas  
1.5.1 Propagación sexual 
1.5.1.1 Aspectos fisiológicos de la germinación 
Desde un enfoque fisiológico, la germinación es el proceso que comienza con 
la absorción de agua por una semilla seca (imbibición) y termina cuando el eje 
embrionario o la radícula, dependiendo del tipo de semilla, atraviesa los tejidos 
envolventes y la cubierta seminal (emergencia radicular). De acuerdo con esta 
definición, se entiende como semilla germinada aquella que presenta una radícula 
visible. Sin embargo, este enfoque no brinda información sobre el potencial de las 
semillas durante los estadios iniciales del crecimiento de las plántulas, aspecto 
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relevante en relación al establecimiento homogéneo después de la siembra e 
indicativo de la calidad de un lote de semillas (Copeland & McDonald, 1995). 
Las especies de zonas áridas desarrollan mecanismos que les permiten vivir en 
condiciones de estrés hídrico, incluyendo estrategias de germinación en sitios 
donde la humedad disponible suele ser intermitente y con largos periodos de 
sequía. La disponibilidad de agua es una condición esencial para la germinación de 
las semillas, ya que determina la imbibición y posterior activación de procesos 
metabólicos como rehidratación, mecanismos de reparación (membranas, 
proteínas y ADN), elongación celular y aparición de la radícula (Dubreucq et al., 
2000). El agua disponible influye también durante el crecimiento de una planta 
madre, afecta el desarrollo de sus semillas y altera su capacidad germinativa 
(Gutterman, 2000; Benech et al., 1992; Pallas et al., 1977). 
La permeabilidad de las semillas y consecuente imbibición está íntimamente 
influenciada por las características del tegumento seminal (Natera et al., 2008). En 
las leguminosas, el tegumento constituye una barrera para la absorción de agua y 
ello permite proteger al embrión del daño que podría ocasionar una rápida 
imbibición. Se ha observado que la rápida absorción de agua por los embriones 
secos genera “daño de la imbibición”. En estos casos, si el nivel de agua llega a 
excluir o restringir la penetración de oxígeno a la semilla, la germinación se retarda 
o no ocurre (Natera et al., 2008; Powel & Matthews, 1979). 
1.5.1.2 Viabilidad, vigor, longevidad y conservación de semillas 
La reproducción a partir de semillas, permite la variación por recombinación 
de caracteres y facilita la selección natural. No obstante, en muchas ocasiones, las 
semillas tras su maduración y dispersión no son capaces de germinar porque 
presentan algún tipo de dormancia o porque las condiciones ambientales no les son 
favorables. Así, las semillas comienzan a deteriorarse, lo que se manifiesta por la 
progresiva pérdida de su capacidad de germinar (viabilidad) y de producir plántulas 
sanas y vigorosas (vigor). El tiempo que tardan las semillas en perder su viabilidad 
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(longevidad) es variable según las especies y depende tanto de factores externos 
(temperatura ambiental), como internos (contenido en humedad, genotipo). 
Dada la importancia de todos estos aspectos en el ámbito de la fisiología y 
tecnología de las semillas, se han desarrollado diferentes protocolos tendientes a 
evaluar la viabilidad y el vigor de las mismas, así como para garantizar un buen 
almacenamiento y asegurar mayor longevidad (García & Villamil, 2001).  
La disponibilidad de semillas de alta calidad es un factor clave para los sectores 
agrícolas y forestales. Durante un siglo, se evaluó la calidad de las semillas a través 
del análisis de pureza y las pruebas de germinación. Sin embargo, semillas que 
presentan altos niveles de germinación pueden comportarse de manera muy 
diferente a campo.  
i Viabilidad 
La viabilidad de un lote de semillas no durmientes, hace referencia a su 
capacidad de germinar y de originar plántulas normales en condiciones ambientales 
favorables. La viabilidad permite predecir si las semillas se encuentran o no en 
condiciones de germinar. Para su evaluación y cuantificación, se pueden realizar 
diferentes tipos de test, entre los que se destacan: ensayos de germinación, test 
del tetrazolio y radiografía con rayos X.  
Para la evaluación con tetrazolio resulta necesario tomar ciertos recaudos, en 
especial en la región vascular y en el eje radícula-hipocótilo. Si existe algún daño 
superficial en dicho eje pero no afecta el cilindro central, la semilla puede entonces 
ser considerada viable. En el caso que el daño alcance el cilindro central, la semilla 
será considerada no viable. La región vascular es de suma importancia para el 
transporte de materiales de reserva de los cotiledones a la plántula en desarrollo. 
En el caso que tal región sea afectada por algún daño, el vigor y/o la viabilidad de 
la semilla estarán comprometidos. 
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ii Vigor 
Se entiende por vigor a la sumatoria total de aquellas propiedades que 
determinan el nivel de actividad y comportamiento de las semillas durante la 
germinación y la emergencia de las plántulas (Perry, 1981). Las semillas de buen 
comportamiento se consideran de alto vigor (ISTA, 1995). 
Las pruebas de vigor pueden ser directas, donde las semillas se exponen, bajo 
condiciones controladas de laboratorio, a factores adversos (estrés) que se espera 
reduzcan la emergencia en el campo, o pruebas indirectas donde se evalúa una 
determinada característica de la semilla que influye con su perfomance en el 
campo. La prueba de la conductividad eléctrica y la colorimétrica del exudado son 
métodos indirectos (ISTA, 2010). 
Uno de los principales aspectos asociados con el vigor de las semillas es el 
comportamiento de éstas después del transporte y el almacenamiento debido a que 
la calidad de las mismas disminuye con el transcurso del tiempo. La tasa de 
deterioro dependerá de las condiciones ambientales durante el almacenamiento 
(Salinas et al., 2001). El vigor de las semillas es el primer componente de la calidad 
que muestra señales de deterioro, seguido de una reducción en la germinación o 
en la producción de plántulas normales, y/o finalmente, la muerte de las semillas 
(Ferguson, 1995). Este aspecto cobra mayor relevancia cuando se pretende 
incorporar una nueva especie a un programa de conservación de germoplasma. 
Fergurson (1995) indica que el vigor de una semilla se basa en su comportamiento 
fisiológico, es decir, en los cambios en los procesos bioquímicos; la tasa y 
uniformidad de germinación y crecimiento de las plántulas, y en la germinación o 
capacidad de emergencia de las semillas al ser expuestas a condiciones de estrés. 
Las alteraciones en los procesos bioquímicos son generalmente los primeros 
cambios detectables que ocurren durante el deterioro de las semillas. La prueba de 
conductividad eléctrica y la prueba colorimétrica del exudado permiten medir el nivel 
de integridad de las membranas celulares (Gallo, 2008; Ayala Aguilera & Menezes, 
2000; Carvalho et al., 2000; Ferguson, 1995; Powel, 1988). Ambas metodologías 
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comparten el mismo principio teórico: asumen que la integridad de las membranas 
celulares, determinada por los cambios bioquímicos deteriorantes y la capacidad 
para reorganizar y reparar daños, puede ser la causa fundamental de las 
diferencias en el vigor de las semillas. La liberación de los electrolitos desde las 
células hacia el medio de imbibición depende del grado de permeabilidad selectiva 
de las membranas plasmáticas. Así, aquellas membranas que perdieron la 
capacidad de reorganizarse rápidamente y retomar la permeabilidad selectiva, 
liberan gran cantidad de electrolitos, que disminuyen el pH de la solución. Según 
Rech et al. (1999) y Peske & Amaral (1986), las semillas poco deterioradas poseen 
membranas celulares con buena permeabilidad selectiva y la liberación de 
sustancias hacia el exterior es menor, respecto a semillas deterioradas. Semillas 
que muestran una elevada germinación en laboratorio, pero liberan grandes 
cantidades de electrolitos luego de la inmersión en agua, son consideradas semillas 
de bajo vigor. Entre las sustancias liberadas desde el interior de las semillas se 
encuentran azúcares, ácidos orgánicos e iones H+ que provocan la acidificación del 
medio de imbibición (Cabrera & Peske, 2002). Este cambio en el pH puede 
determinarse a través de prueba de conductividad eléctrica o de la prueba 
colorimétrica del exudado de las semillas, que permite estimar la integridad 
citológica y fisiológica de las células a través del pH del exudado de las semillas. 
La valoración del pH del exudado puede realizarse mediante el empleo de 
sustancias indicadoras que facilitan la coloración del medio de imbibición de las 
semillas. De este modo, la observación del color permite inferir la condición de 
permeabilidad de las membranas celulares y por lo tanto, estimar indirectamente el 
grado de deterioro de las semillas (Amaral & Peske, 1984). La Prueba Colorimétrica 
del pH del exudado fue desarrollada inicialmente para evaluar la viabilidad en 
semillas de soja (Peske & Amaral, 1986; Amaral & Peske, 1984), maíz (Cabrera & 
Peske, 2002; Santana et al., 1998; Montenegro, 1991; Mondragón, 1987) y poroto 
(Fernandes et al., 1987). Sin embargo, esta técnica podría ser empleada para la 
determinación de la condición de vigor en semillas de otras especies.  
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1.5.2 Propagación vegetativa, asexual o clonal 
 La propagación vegetativa o clonal es la producción de nuevas plantas a partir 
de partes vegetativas. Los nuevos individuos obtenidos a partir de una planta 
donante constituyen un clon, es decir, plantas genéticamente idénticas a la planta 
madre debido a que se reproducen por mitosis. 
Básicamente, las prácticas de propagación vegetativa imitan un proceso que ocurre 
en la naturaleza, sólo que bajo condiciones de laboratorio, es posible modificar y 
acelerar ese proceso de clonación. Se utilizan tejidos vegetales que conservan la 
potencialidad de multiplicación y diferenciación celular para generar nuevos tallos 
y raíces. La propagación vegetativa ha hecho posible la producción masiva de 
clones en algunas especies leñosas.  
La propagación clonal ha sido una alternativa para especies arbóreas ya que 
poseen largos ciclos de vida que dificultan la aplicación de la genética convencional 
en el mejoramiento de estas especies. Por otra parte, algunas especies nativas 
presentan ciertas dificultades para su propagación natural motivo por el cual los 
procesos de propagación sexual o asexual implementados en condiciones de vivero 
no han producido resultados satisfactorios.  
Algunas ventajas de la propagación asexual de especies leñosas son:  
 tiene el potencial para incrementar el rendimiento de una generación durante 
un programa de mejoramiento; 
 se pueden seleccionar y multiplicar caracteres derivados de genes con acción 
aditiva y no aditiva; 
 los clones seleccionados se pueden mantener como bancos de germoplasma 
para posteriormente recombinarse mediante polinización controlada; 
 debido al rápido desarrollo de plantas hijas y la conservación del genotipo, los 
clones seleccionados se pueden emplear en plantaciones comerciales; 
 los progenitores genéticamente uniformes se pueden multiplicar en gran 
escala; 
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 el tiempo desde la siembra hasta el corte de los árboles se reduce con la 
propagación clonal (Villalobos & Thorpe, 1991). 
Sin embargo, la propagación vegetativa posee algunas desventajas como la 
propagación de virus y las posibilidades limitadas para obtener nuevas 
características genéticas.  
La propagación vegetativa comprende esencialmente dos alternativas: a) la 
macropropagación, que abarca un conjunto de procedimientos simples, conocidos 
de tiempos inmemoriales por los campesinos de todo el mundo, b) la 
micropropagación, procedimientos tecnológicamente más avanzados, basados en 
la tecnología del cultivo de tejidos vegetales. Estos procedimientos modernos 
permiten la propagación masiva de plantas genéticamente homogéneas, 
mejoradas y libres de patógenos. 
1.5.2.1 Macropropagación 
La macropropagación consiste en la propagación a partir de bulbos, rizomas, 
estolones, tubérculos o segmentos de plantas que conserven la potencialidad de 
enraizar. También incluye la propagación a partir de injertos de esquejes de una 
planta madre sobre tallos de plantas receptivas, más resistentes. Involucra así el 
uso de métodos tradicionales como el enraizado de estacas, acodos e injertos. En 
la mayoría de las especies forestales el método más utilizado es la propagación por 
estacas. Sin embargo, este método presenta como desventaja que las estacas van 
perdiendo su capacidad para enraizar conforme aumenta la edad de la planta 
donante (Olmos et al., 2010). Además, la respuesta obtenida en el estaquillado está 
íntimamente relacionada con el vigor de la planta madre, la posición de la estaca 
en la planta y la estación del año en la que se realiza. Estas técnicas de propagación 
vegetativa permiten seleccionar un árbol vigoroso, sano y de características 
deseadas, para luego propagarlo. 
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1.5.2.2 Micropropagación 
i Cultivo de Tejidos Vegetales in vitro 
El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es una de las áreas más difundida de la 
biotecnología moderna ya que, basada en el principio de la totipotencialidad, permite 
la regeneración de plantas in vitro.  
El CTV comprende un conjunto muy heterogéneo de técnicas que presentan en 
común el hecho de que un explante, o sea, fragmentos aislados del vegetal, tales 
como protoplastos, células, tejidos u órganos, se cultivan asépticamente en un 
medio de cultivo nutritivo de composición química definida y se incuban en 
condiciones ambientales controladas. Cada fragmento origina una planta idéntica a 
aquella de donde fue aislado, aunque también podría ser modificado genéticamente 
(Mroginski et al., 2010). 
Estas técnicas de propagación presentan ventajas sobre los métodos tradicionales 
ya que permite obtener de manera rápida un gran número de plantas libres de 
patógenos, a partir de poco material vegetal. 
El término CTV es muy genérico y se refiere más bien a la metodología usada que 
al propio objetivo de este método. En sentido estricto, in vitro quiere decir “dentro 
de vidrio”, es decir, dentro de recipientes de vidrio en condiciones de ambiente 
controlado (Hartmann et al., 2002). 
El CTV se fundamenta en la totipotencialidad celular, propuesta por Haberlandt 
(1902), la diferenciación (rediferenciación) y el balance de auxinas/citocininas 
(Caso, 1988). 
Del latín totuspotens: totus (todo) y potens (poder o habilidad), el término célula 
totipotencial, es utilizado en biología para referirse a células que poseen la 
capacidad de dar origen a diferentes tipos celulares e incluso regenerar una planta 
completa (George et al., 2008; Nagata & Takebe, 1971; Steward et al., 1958). Bajo 
ciertas condiciones, una sola de estas células puede originar millones de células, 
tejidos, órganos e incluso embriones somáticos (Steward et al., 1958).  
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El CTV surge a partir de la investigación sobre hormonas que controlan el 
crecimiento y el desarrollo vegetal. Este conocimiento se combinó con las técnicas 
básicas de microbiología por las cuales los microorganismos se cultivan en medios 
estériles para su producción e identificación (Salazar, 2010). Así, el concepto 
original de CTV se ha extendido e incluye tanto el cultivo aséptico de tejidos como 
el de células y órganos, abarcando un grupo de técnicas que en general buscan la 
regeneración de una planta completa (Roca & Mroginski, 1991). 
Las técnicas de cultivos asépticos han contribuido no sólo a un mejor entendimiento 
de los eventos de la diferenciación celular, sino a un mejor aprovechamiento de 
tales eventos en el uso más eficiente de las plantas (Dubos Cárdenas, 2006).  
Las diferentes técnicas de cultivo de tejidos in vitro hacen posible la propagación 
rápida de clones, eliminación de patógenos, producción de haploides, aislamiento 
y utilización de protoplastos, cultivo de embriones, producción de fitoquímicos, 
ingeniería genética, mutación y selección celular, producción de semillas sintéticas 
y estudios básicos de anatomía, desarrollo, fisiología y nutrición vegetal (Mroginski 
et al., 2010).  
ii Micropropagación 
La micropropagación es una de las biotécnicas de propagación vegetativa 
más difundida. Este término se utiliza para referirse al establecimiento, 
multiplicación y posterior enraizamiento in vitro de brotes (Bon et al., 1998; Capuana 
& Giannini, 1997). Hay autores que utilizan este término para indicar cualquier 
diseño experimental que multiplique in vitro una planta inicial, incluyendo la 
embriogénesis somática (Wesolowska et al., 1994) y la formación de yemas 
adventicias (Sudhersan & Aboel-Nil, 2004).  
Una de las ventajas que posee la micropropagación es que garantiza grandes 
volúmenes de plantas de alta calidad genética y fitosanitaria (Arias & Valverde, 
1988; Sandoval, 1985). Según González (1995), las ventajas de la 
micropropagación son: 
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 multiplicación acelerada del número de plantas derivadas de una variedad 
nueva o de reciente introducción; 
 mayor control de la sanidad, obteniendo plantas libres de patógenos; 
 posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en espacios 
reducidos y a bajos costos; 
 disminución de los volúmenes de semillas a transportar, y con ello, de los 
costos de producción. 
Las respuestas de una especie al cultivo in vitro y el éxito del cultivo dependen de 
la metodología utilizada, los factores físicos empleados (luz, temperatura, tipos de 
envases), el medio de cultivo (consistencia, reguladores de crecimiento), y el 
genotipo de los cultivares empleados. 
Los diferentes explantes bajo condiciones de CTV pueden dan lugar a una masa 
de células no organizadas denominada callo (desdiferenciación celular 
acompañada de crecimiento tumoral), o bien generar una respuesta morfogénica 
por la cual se forman órganos (organogénesis) o embriones (embriogénesis 
somática) (López, 1996). 
La organogénesis directa, constituye un método de regeneración confiable cuando 
se desea minimizar el índice de variación genética (Chien-Ying et al., 2008; Dottin, 
2000; García et al., 1999) y lograr un proceso de proliferación repetible y libre de 
agentes contaminantes (Orellana, 1998; Jiménez & De Feria, 1998). Sin embargo, 
esta metodología se ve limitada en cuanto a su eficiencia en la aplicabilidad 
comercial, principalmente por su intensa labor y altos costos de producción, a causa 
del elevado número de operaciones manuales que requiere (Wang et al., 1999; Ziv, 
1999; Jeong et al., 1995). Una alternativa en la micropropagación de plantas es el 
empleo de sistemas de inmersión temporal, basado en el contacto intermitente del 
medio de cultivo con los explantes, lo cual facilita el desarrollo de los procesos a 
gran escala, reduce los costos de producción y genera un aumento de la 
productividad del material propagado (Berthouly & Etienne, 2005). 
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Principales métodos de micropropagación 
 De acuerdo a Roca & Mroginski (1991) y George & Sherrington (1984) los 
métodos que se encuentran disponibles para la propagación de plantas in vitro son 
(Figura 9): 
a) la organogénesis directa, que consiste en la multiplicación de brotes 
provenientes de yemas axilares, terminales o laterales. El tejido inicial utilizado es 
meristemático. 
b) la organogénesis indirecta, en este caso la formación del brote adventicio o de 
la raíz ocurre en el callo; éste ha derivado inicialmente de un órgano, tejido u otra 
parte escindida de la planta. El tejido usado como inicial es parenquimático. 
c) la embriogénesis somática, los embriones pueden formarse directamente en el 
explante primario, o indirectamente de células cultivadas en suspensión o en un 
medio líquido. 
La organogénesis consiste en un proceso morfológico secuencial que se traduce 
en la formación de órganos de novo, como tallos, raíces o flores. Estos órganos son 
inducidos a partir de una célula o de un grupo de células que, según las condiciones 
de cultivo, tienen la propiedad de reprogramar su desarrollo y mantenerse en activa 
división (Smith, 2013; Radice, 2010). La organogénesis requiere que las células 
susceptibles de esta reprogramación genética, sean competentes 
(epigenéticamente hablando) y por ende receptivas a procesos de 
desdiferenciación y diferenciación celular (Thorpe, 2014), que permitirán el 
desarrollo de meristemas, yemas y brotes adventicios hasta la obtención de una 
plántula completa (Mathur & Koncsz, 2005). En este proceso la mitosis es esencial 
ya que permite la formación de un número crítico de células en división activa. Éstas 
son capaces de responder a señales de desarrollo y son llamadas meristemoides, 
poseen forma isodiamétrica, un citoplasma denso, vacuolas pequeñas y núcleos 
prominentes, que contiene varios orgánulos y grandes cantidades de almidón, los 
cuales requieren en cantidades considerables durante su diferenciación (Thorpe, 
2014). 
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Figura 9. Vías de regeneración de plantas por CTV. Modificado de Lyndse y 
Jones (1989). 
Los meristemoides son similares a meristemas verdaderos, ya que éstos poseen 
conexiones vasculares con el callo o el tejido circundante y, si están en condiciones 
adecuadas, puede formar yemas o raíces primarias (Roca & Mroginski, 1991). 
Cuando la respuesta organogénica consiste en la formación y crecimiento de 
primordios unipolares (brotes vegetativos), la regeneración de plantas se puede 
completar mediante la posterior formación de raíces, que típicamente se obtiene al 
subcultivar los brotes en un medio de cultivo diferente. En este caso existe siempre 
una conexión vascular entre los nuevos brotes y el tejido paterno (Jiménez, 1998). 
En la organogénesis la repuesta de los explantes depende del balance entre 
auxinas y citocininas tanto en el medio de cultivo como las que existen en forma 
endógena en el explante (Cardoza, 2008). Skoog & Miller (1957) fueron los 
primeros en demostrar que la organogénesis es controlada por el balance hormonal 
entre auxinas y citocininas en el medio de cultivo (Minorsky, 2001). Un medio con 
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predominio de auxina en relación a la citocinina induce la formación de raíces, 
mientras que en relación inversa se forman brotes y con una relación intermedia de 
éstas, se induce un crecimiento desorganizado de tejido calloso. Así, dentro de la 
organogénesis, se diferencian dos vías: la organogénesis directa y la 
organogénesis indirecta (Figura 10). 
La Organogénesis puede darse por inducción de yemas axilares o adventicias. La 
propagación de yemas axilares se presenta cuando se interrumpe la dominancia 
apical por la adición de reguladores de crecimiento (citocininas) al medio de cultivo. 
Tiene la ventaja de que los brotes se multiplican directamente, sin una fase 
intermedia de callo, siendo en general las plantas regeneradas genéticamente 
estables, por lo que constituye el método más utilizado en la propagación comercial 
(Jiménez, 1998; Evans et al., 1981). Sin embargo, el número de plantas que se 
producen es limitado debido a que depende del número de brotes preexistentes. 
 
 
Figura 10. Vías de organogénesis, modificado de Curso Agrobiotecnología-
Micropropagación (FCEyN-UBA). 
La formación de yemas adventicias ofrece mayor potencial para la producción de 
vástagos, ya que ocurre en sitios distintos al de los meristemas (Radice, 2010). 
Permite la formación de novo de yemas a partir de meristemas preexistentes o de 
tejido no meristemático. En este caso, las yemas se originan a partir de una o un 
grupo reducido de células cultivadas con elevadas concentraciones de citocininas 
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(Jiménez, 1998). Debido al origen unicelular de las yemas adventicias, existe una 
alta probabilidad de que se produzca variación somaclonal (Radice, 2010). 
Como se mencionó anteriormente, la organogénesis puede ser directa o indirecta. 
Se diferencian en que la primera se da sin la ocurrencia de un proceso prolongado 
de desdiferenciación, acompañado visiblemente de la formación de masas 
celulares indiferenciadas, comúnmente denominadas callo, mientras que en la 
segunda existe notablemente una formación de callo, previo a la formación de 
brotes (Acosta, 2011). 
Aplicaciones de la organogénesis 
 La organogénesis como método de propagación en gran escala, es el método 
preferido y más utilizado en muchas especies de árboles. Además, con los avances 
en el campo de la transferencia de genes y otros aspectos biotecnológicos, esta 
forma de propagación provee un método ideal de propagación masiva de plantas 
transgénicas y conservación de germoplasma (Vargas et al., 2004). 
La embriogénesis somática permite la obtención de embrioides a partir de células 
somáticas desde cualquier tipo de tejido de la planta donante, es decir, la obtención 
de auténticas semillas somáticas, que tienen su origen en células somáticas que se 
«reprograman» y siguen un patrón de desarrollo idéntico al del embrión de origen 
cigótico. Al no ser la célula inicial producto de un proceso de recombinación y fusión 
de gametos, se conserva íntegramente el genotipo de la planta donante (Vargas, 
2007). 
Los embriones somáticos son estructuras bipolares con un eje radical-apical, 
aislados a partir del tejido epidérmico, sin conexión vascular con el tejido materno, 
estas estructuras son capaces de formar plantas completas (Jiménez, 1998).  
Debido a la capacidad de regenerar un gran número de plantas por unidad de 
tiempo, esta metodología es considerada la más eficiente para la producción masiva 
de plantas in vitro (Gómez & Andramuniio, 1998; Villalobos & Thorpe, 1991). 
Además, mejora el comportamiento de las vitroplantas ex vitro por mayor 
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metabolismo autotrófico, lo que conduce a una reducción importante de los costos 
de producción de las vitroplantas obtenidas en medio líquido a partir de embriones 
somáticos, en sistemas de inmersión temporal (Santana et al., 2013). 
Los embriones somáticos obtenidos deben pasar por las siguientes etapas (Gómez, 
1998; Parrot, 1993) (Figura 11):  
a) inducción: etapa en la que los explantes cultivados cambian su patrón de 
expresión para generar embriones somáticos, condicionado por la presencia de 
reguladores de crecimiento (auxinas y citocininas) en un medio de cultivo. Es una 
etapa de activa división celular y un incremento en el tamaño del tejido, aunque 
inicialmente mantiene la forma esférica o globular, luego se visualizan los 
meristemas primarios (protodermis, meristema fundamental y procambium) y gran 
vacuolización; 
b) histodiferenciación o crecimiento primario: las masas de células 
proembriogénicas se diferencian al formar embriones somáticos, mediante una 
división y diferenciación celular simultáneas. Se requiere la eliminación de las 
auxinas exógenas para que la multiplicación se detenga y de paso a la 
diferenciación. En esta etapa los embriones somáticos pasan por una serie de 
estadios intermedios similares a los que ocurren durante la embriogénesis cigótica. 
En las dicotiledóneas éstos son: globular, de corazón, de torpedo y dicotiledonar 
(Fujimura, 2013), mientras que en las monocotiledóneas son globular, coleoptilar y 
escutelar. En el estado de corazón, en el extremo apical se distingue un anillo de 
activa división celular, desde allí surgirán los meristemas apicales que originarán los 
cotiledones; 
c) etapa de maduración de embriones: se produce una activa división celular 
del anillo apical para formar una yema apical visible, la actividad meristemática 
produce un domo apical. Allí cesa la actividad mitótica y en forma coincidente, el 
contenido de agua disminuye y se producen otros eventos asociados a la formación 
de embriones diferenciados, con radícula y cotiledones.  
Las células del embrión maduro son pequeñas y no presentan características de 
células diferenciadas disponiéndose en líneas definidas.  
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Bewley & Black (1985) indican que la maduración es el periodo en el desarrollo del 
embrión somático en el que ocurre la expansión celular y la acumulación de 
sustancias de reserva. En general, las células embriogénicas se diferencian sólo al 
modificar las condiciones de cultivo, cuando se reducen o eliminan las cantidades 
de auxina o por desecación (Radice, 2010; Fernández, 2002); 
d) etapa de germinación: comprende el proceso de elongación y reactivación 
metabólica de un embrión somático maduro, para convertirse en una plántula. Los 
estímulos requeridos son tratamientos con frío, incubación en presencia de luz o 
aplicaciones de ácido giberélico o citocininas. La imbibición de agua da inicio al 
proceso de germinación que involucra la reanudación de la actividad mitótica, la 
expansión y la división celular. Los cotiledones se expanden y se desarrollan los 
primordios foliares, el hipocótilo se expande y la raíz primaria crece (Cruz-
Hernández, 1998).  
 
Figura 11. Aspectos morfológicos y fisiológicos de la embriogénesis somática de 
zanahoria (Daucus carota). Modificado de Komamine et al., 2005. Referencias: 
DT: tiempo de duplicación celular.  
Aplicaciones de la Embriogénesis Somática 
Una de las aplicaciones más importante de la embriogénesis somática, en particular 
en la propagación clonal de especies forestales, es el gran potencial para la 
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producción eficiente y económica de un gran número de individuos a partir de 
genotipos deseables. Esto es posible debido a que el cultivo de embriones 
somáticos puede llevarse a cabo en medios líquidos, con lo que permite la 
aplicación de sistemas de inmersión temporal, donde se pueden producir grandes 
cantidades de embriones somáticos en una forma sincrónica y automatizada. Estos 
embriones maduros pueden ser encapsulados y para producir semillas sintéticas, 
constituyendo un sistema eficiente de producción de propágulos y de mejora de 
especies forestales (Vargas & Pérez-Martínez, 2014; Ahuja, 2013; Redenbaugh et 
al., 1986). Así, un adecuado control de la embriogénesis somática permite el 
empleo de semillas sintéticas en programas de silvicultura clonal (Celestino et al., 
2005).  
 
1.6. CULTIVO DE TEJIDOS DE ESPECIES LEÑOSAS 
 En los últimos años se ha producido un gran desarrollo de metodologías del 
cultivo de tejidos para especies leñosas (Ballester et al., 2009, Jain & Häggman, 
2007; Giri et al., 2004; Merkle & Dean, 2000; Dunstan et al., 1995; Schuch, 1991).  
Actualmente existe un gran interés por aplicar el CTV en especies leñosas nativas, 
en especial en aquellas donde la propagación por métodos convencionales no es 
eficiente o presentan problemas de germinación y emergencia a campo. En estas 
situaciones, el CTV resulta viable para multiplicar estas plantas en gran escala 
(Celestino et al., 2005; Campbel et al., 2003; Merkle & Dean, 2000; George, 1996) 
y permite mantener la sanidad y la estabilidad genética del material propagado, en 
un espacio reducido. Así, el CTV posibilita una provisión constante de material 
vegetal durante todo el año, acelerando los programas de reforestación con fines 
comerciales o de rehabilitación y reintroducción de plantas leñosas (Ballester et al., 
2006).  
Entre las numerosas ventajas aún no mencionadas que posee el CTV en la 
propagación de especies leñosas podemos citar (Salazar, 2010): 
 multiplicación de especies recalcitrantes por vías convencionales; 
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 gran calidad fitosanitaria del material propagado; 
 introducción rápida de nuevos cultivares; 
 estabilidad genética del material propagado; 
 conservación de germoplasma e intercambio de material vegetal 
internacional; 
 estudio y comprensión de diversos procesos fisiológicos; 
 propagación de plantas selectas por sus características deseables: 
producción de principios activos, tolerancia / resistencia a estrés, productividad, 
entre otras; 
 rescate de especies en vías de extinción; 
 producción de semillas sintéticas; 
 producción de nuevos híbridos; 
 germinación de semillas y rescate de embriones; 
 generación de variabilidad en mejora genética (incluyendo la obtención de 
plantas transgénicas); 
 producción de haploides; 
 producción de metabolitos secundarios. 
La propagación vegetativa se ha utilizado ampliamente en distintas fases de los 
programas de conservación y mejora de muchas especies leñosas de interés 
forestal, aplicándose incluso con fines operativos en especies de los géneros 
Populus, Salix, Cryptomeria y Eucalyptus. Si aún no se ha aplicado de forma más 
extensiva es debido a las características biológicas de las especies leñosas, por 
sus limitaciones inherentes a las capacidades morfogénicas necesarias para poder 
efectuar la micropropagación, y por los problemas asociados con la pérdida 
absoluta de la capacidad morfogénica. La regeneración de plantas a partir de cultivo 
in vitro de ciertas especies leñosas, exige la búsqueda de técnicas complejas 
(Larroque, 2012), que permitan la supervivencia de las plantas a los problemas de 
oxidación, heterogeneidad de respuesta y, sobre todo, a la ambientación cuando 
son trasplantadas a un sustrato y expuestas a las condiciones naturales. 
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El desarrollo de diferentes biotécnicas para utilizar en el sector forestal y en la 
mejora de especies leñosas, ha sido un proceso lento en el cual los primeros 
trabajos comprendieron mayormente especies forestales maderables exóticas 
como álamos, arces, eucaliptus, pinos, robles, castaños, etc. Actualmente, existe 
un gran interés por aplicar el CTV en especies leñosas forestales, en especial en 
aquellas donde la propagación por métodos convencionales no es eficiente o 
presentan problemas de germinación y emergencia a campo (Jain & Häggman, 
2007; Giri et al., 2004; Merkle & Dean, 2000; Dunstan et al., 1995; Schuch, 1991; 
Bonga & Durzan, 1987; Vieitez et al., 1987; Bajaj, 1986; Villalobos, 1983). 
1.6.1 Dificultades del CTV de especies leñosas 
La propagación a gran escala posee características particulares que podrían 
crear problemas y por ende limitar su uso (Hartmann et al., 2002). Entre estas 
desventajas se pueden mencionar: 
 requerimiento de material de trabajo costoso y sofisticado, entrenamiento del 
personal y especialización técnica; 
 alto costo inicial de las labores; 
 la contaminación puede causar grandes pérdidas en corto tiempo; 
 se requiere un volumen alto y más o menos continuo en el sistema de distribución 
de materiales e insumos. 
Por otra parte, existen limitaciones del uso extensivo del cultivo in vitro cuando se 
trata de especies leñosas. Los principales problemas son: la dificultad para 
erradicar las infecciones endógenas (Alvarado, 1998), el necrosamiento de los 
explantes, la presencia de alteraciones morfológicas y fisiológicas como la 
hiperhidricidad y la oxidación fenólica (Guzmán & Gómez-Limm, 1997). Estos tipos 
de respuestas en plantas sometidas a CTV generan resistencia a ser propagadas 
in vitro, razón por la cual se las conoce como “plantas recalcitrantes” (Alexander et 
al., 1992). 
La contaminación endofítica es un problema serio para la multiplicación in vitro de 
especies de plantas leñosas y es uno de los principales factores que pueden 
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restringir el uso de sistemas de inmersión temporal (Luna et al., 2013). En los 
últimos años, se han propuesto diversas metodologías tendientes a controlar este 
tipo de contaminación como la adición de antibióticos a los medios de cultivo (Reed 
et al., 1998) o la inmersión del material vegetal en soluciones antibióticas al inicio 
del cultivo in vitro (Leifert et al., 1991; Luna et al., 2008). Desafortunadamente, los 
antibióticos a menudo sólo ejercen un efecto bacteriostático que conduce a la 
selección de cepas resistentes y promueven efectos fitotóxicos en los tejidos 
vegetales (Leifert et al., 1991; Falkiner, 1997). Otra alternativa es la utilización de 
mezclas de biocidas que impiden la formación de mutantes resistentes (PPM™, 
Plant Cell Technology, Inc., Washington, DC). No obstante, se ha comprobado que 
este compuesto puede limitar el crecimiento de brotes debido a la fitotoxicidad. De 
hecho, la sensibilidad a PPM™ se ha demostrado en diferentes especies (George 
& Tripepi, 2001; Paul et al., 2001; Rowntree, 2006) habiéndose registrado incluso 
una defoliación temprana y severa restricción del crecimiento en explantes de 
segmentos nodales de Ilex dumosa sometidos a inmersión temporal (Luna et al. 
2008).  
Recientemente, se ha reportado que la presencia de determinados endofitos puede 
producir beneficios sobre la planta. Muchas cepas de Stenotrophomonas 
maltophilia están asociadas con la rizósfera y son capaces de fijar el nitrógeno 
inorgánico y promover el crecimiento de las plantas hospederas (Berg et al., 2010). 
También fueron aisladas cepas de Stenotrophomonas a partir de nódulos radicales 
de leguminosas herbáceas (Kan et al., 2007). Otros ejemplos de interacción 
beneficiosa con la planta huésped incluyen la capacidad de producir ácido indol-3-
acético (Lata et al., 2006; Taghavi et al., 2009), mejorar la disponibilidad de 
nutrientes, y favorecer la solubilización de fosfatos (Collavino et al., 2010).  
En los últimos años, la atención se ha dirigido a la búsqueda de una medida de 
biocida capaz de controlar la contaminación sin que ello afecte negativamente el 
crecimiento vegetativo de los brotes (Luna et al., 2013). 
Otro de los problemas frecuentes en el cultivo de tejidos de especies leñosas es la 
vitrificación o hiperhidricidad, analizado por primera vez por Debergh (1982; 1983). 
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Se produce cuando existen desarreglos anatómicos, morfológicos y fisiológicos en 
las plantas cultivadas in vitro, originados por una acumulación de agua en el 
protoplasto. Debido a que se manifiesta principalmente en hojas dándoles una 
apariencia cristalina, acuosa, húmeda, quebradiza y translúcida, estos desórdenes 
afectan tanto la fotosíntesis como el intercambio gaseoso. En tallos y raíces 
afectados, estas anomalías impiden el normal establecimiento y la supervivencia 
de plantas micropropagadas a condiciones ex vitro, siendo necesario entonces un 
proceso gradual de recuperación de las características morfológico-funcionales 
normales, para conseguir con éxito el proceso de aclimatación. 
Las causas de la hiperhidricidad están relacionadas con las características del CTV. 
Otros factores que influyen en la misma son los factores nutricionales, reguladores 
de crecimiento, intensidad lumínica durante la incubación, la humedad relativa o el 
potencial hídrico (Debergh, 1987). Estudios realizados sobre la hiperhidricidad, 
señalan que los defectos anatómicos y fisiológicos observados, son el resultado de 
varias alteraciones en determinadas rutas metabólicas interconectadas, como 
cambios en la síntesis proteica que afectan a varios procesos como la síntesis de 
celulosa y lignina (Kevers et al., 1984) o la producción de etileno. 
Para superar este problema se han propuesto varias alternativas basadas 
principalmente en modificar las condiciones físicas del medio de cultivo y del 
medioambiente del contenedor donde se efectúa la incubación. Entre estas 
alternativas se encuentran: el reemplazo de sales de MS (Murashige & Skoog) por 
otras que no aporten iones de cloro (Quorin & Lepoivre, 1977), la disminución de 
las concentraciones de citocininas (Beauchesne, 1981), un aumento de la 
concentración de agar (Hakkaart & Versluijs, 1983; Debergh, 1983; Debergh et al., 
1981), la eliminación de fuentes exógenas de carbono, defoliación mecánica de las 
plantas, la inducción de órganos de reserva (Ziv & Lilien-Kipnis, 1990), el uso de 
retardantes del crecimiento para inhibir el crecimiento foliar y mejorar la tasa de 
proliferación y crecimiento en ápices y yemas (Ziv, 1989), el enriquecimiento en 
CO2 bajo condiciones de alta intensidad lumínica (Kozai et al., 1987) para estimular 
la fotoautotrofía de las plántulas, quizá al actuar el CO2 como antagonista del 
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etileno, estabiliza la actividad metabólica implicada en los procesos de lignificación 
(Gaspar et al., 1987).  
Dentro de la complejidad del problema de la vitrificación todas las soluciones 
indicadas y algunas aún en experimentación aportan mejoras y ventajas que, en 
resumen, permiten que las plantas micropropagadas lleguen en las mejores 
condiciones morfológicas, fisiológicas y funcionales posibles a la fase de 
aclimatación y transplante en condiciones ex vitro y que la tasa de supervivencia 
final valide el proceso de micropropagación. 
 
1.7 METABOLISMO PRIMARIO, SECUNDARIO Y PRINCIPIOS BIOACTIVOS 
Los metabolitos pueden ser clasificados en primarios y secundarios. Los 
compuestos primarios son esenciales para el funcionamiento de toda materia viva, 
responsables de su estructura y de todas las reacciones necesarias para mantener 
el estado vital y posibilitar el crecimiento, el desarrollo y la reproducción. 
Comprenden los hidratos de carbono, los lípidos, las proteínas y los ácidos 
nucleicos. 
Además de las rutas del metabolismo primario, los vegetales tienen otras vías 
metabólicas que producen compuestos característicos de un grupo taxonómico, 
cuya función no guarda relación con los procesos vitales de la célula que los 
biosintetiza (Sachs, 1873). Estas rutas constituyen el metabolismo secundario. 
Hasta mediados del Siglo XX, los metabolitos secundarios eran considerados 
desechos metabólicos o productos de desintoxicación (Reznik, 1960). En la 
actualidad, se conoce que éstos otorgan ventajas adaptativas al organismo que lo 
posee (Vilela et al., 2011).  
1.7.1 Características del metabolismo secundario 
Las plantas producen una amplia variedad de metabolitos secundarios que 
son de gran aplicación en la vida humana y se encuentran diferencialmente 
distribuidos en forma especie-específica. Estos compuestos o grupos de 
 61 
compuestos, taxonómicamente restringidos, son componentes orgánicos que no 
poseen un rol aparente en el crecimiento y desarrollo de la planta.  
Los metabolitos secundarios pueden constituir productos finales o intermediarios 
que pueden ser continuamente transformados. Los genes que codifican las 
enzimas involucradas en la biosíntesis de metabolitos secundarios están 
localizados en el genoma. Las enzimas, precursores, intermediarios y productos 
finales involucrados en la biosíntesis, almacenamiento y degradación, están 
estrictamente compartimentalizados, es decir, que las enzimas que catalizan estos 
procesos aparecen separadamente en tiempo y espacio. 
La formación de metabolitos secundarios está asociada con la síntesis de las 
enzimas involucradas (control del nivel de transcripción o traducción) o la regulación 
de la actividad enzimática (activación de pro-enzimas, accesibilidad de precursores 
o acumulación de productos). La biosíntesis, almacenamiento y transformación o 
degradación de metabolitos secundarios es llevada a cabo por células 
especializadas y puede ocurrir simultáneamente en diferentes compartimentos de 
la célula (plástidos, glándulas y vacuolas) y/o fases del de crecimiento de la planta.  
Existen tres tipos químicos principales de metabolitos secundarios: terpenos 
(compuestos derivados del isopreno), flavonoides y antocianinas (compuestos 
fenólicos derivados de carbohidratos) y alcaloides (compuestos derivados de 
aminoácidos). 
Aunque la búsqueda de las causas determinantes de la producción de metabolitos 
secundarios han sido complejas (Gottlieb, 1990), se ha determinado que la 
biosíntesis de éstos en una planta depende de su genotipo y de factores bióticos y 
abióticos, los cuales pueden modular la respuesta. La biosíntesis de los metabolitos 
secundarios se ve afectada cuando las plantas han sido sometidas a diferentes 
situaciones de estrés (biótico y abiótico), definiendo como estrés a cualquier 
condición desfavorable para el crecimiento o desarrollo de una planta, que induce 
cambios reversibles o permanentes en ella (Benavides Mendoza, 2002). 
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Algunas células vegetales producen metabolitos secundarios importantes en la 
interacciones de la planta con el medio ambiente (protección frente a depredadores, 
patógenos o estrés ambiental) o están relacionadas con la maquinaria reproductiva 
de la planta (atracción de insectos para la promoción de la polinización) (Harborne, 
1999; Cseke et al., 2006). Entre las propiedades biológicas de importancia 
ecológica conocidas de los metabolitos secundarios se encuentran: 
• funciones de defensa: contra herbívoros o contra microorganismos; 
• funciones ecológicas: algunos metabolitos secundarios ofrecen protección ante 
los rayos ultravioletas. Muchos son pigmentos que proporcionan color a flores y 
frutos, jugando un rol fundamental en la reproducción, atrayendo a polinizadores, 
repeliendo a otros animales o beneficiando la dispersión de las semillas (Avalos 
García & Pérez-Urria Carril, 2011).  
• funciones metabólicas: como protección contra especies reactivas de oxígeno, 
mediadores nutricionales. 
Los metabolitos secundarios tienen un importante valor medicinal y económico. El 
hombre ha utilizado diferentes metabolitos secundarios como productos 
medicinales, colorantes, perfumes, venenos, somníferos, impermeabilizantes, 
taquificantes y alucinógenos, entre muchos usos, desde antes de conocer su 
naturaleza química (Macías et al., 2007).  
Entre los metabolitos secundarios de importancia económica podemos citar: 
compuestos que determinan la calidad de los alimentos (color, sabor y aroma); 
compuestos que determinan la calidad de las plantas ornamentales (color y aroma); 
otros utilizados en la producción comercial de colorantes, fragancias e insecticidas 
y compuestos de uso medicinal con actividad antioxidante y antitumoral. Así, las 
plantas constituyen una importante fuente de metabolitos secundarios para la 
industria alimenticia, cosmética y farmacéutica. Actualmente, más de 120 
sustancias químicas derivadas de plantas son consideradas medicamentos 
importantes (Tabla 1).  
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Tabla 1. Lista de algunos medicamentos comunes derivados de las plantas 
(adaptado de Taylor, 2000). 
Droga Fuente vegetal Uso/acción clínica 
Atropina Atropa belladonna anticolinérgico 
Codeina/morfina Papaver somniferum analgésico-antitusivo 
Ácido betulínico Betula alba anticancerígeno 
Digitoxina/Digoxina Digitalis purpurea cardiotónico 
Efedrina Ephedra vulgaris simpático mimético-antihistamínico 
Hiosciamina Hyoscyamus niger anticolinérgico 
Salicilato de metilo Gaultheria procumbens rubefaciente 
Nicotina Nicotiana tabacum insecticida 
Fisostigmina Physostigma 
venenosum 
inhibidor de la colinesterasa 
Podofilotoxina Podophyllum peltatum antitumoral 
Quinidina  Cinchona ledgeriana antiarrítmico 
Teofilina  Theobroma cacao diurético-vasodilatador 
Tubocurarina  Chondodendron relajante del músculo esquelético 
Vincristina Catharanthus roseus anti-neoplásico-antileucémico 
Yohimbina Pausinystalia yohimbe afrodicíaco 
 
Las plantas constituyen un valioso recurso en países en desarrollo. La Organización 
Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que más del 80% de las población mundial 
utiliza rutinariamente, la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de 
atención primaria a la salud y que gran parte de los tratamientos tradicionales 
implican uso de extractos de plantas o sus principios bioactivos (Katewa et al., 
2004; Akelere, 1993). Un informe presentado en 1995 por la Annual Reports of 
Medicinal Chemistry, indica que alrededor del 60% de los fármacos aprobados para 
el cáncer y como agentes anti-infecciosos son de origen natural (Rodríguez & Laza, 
2001). 
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La naturaleza es una abundante fuente de fármacos, sin embargo, se estima que 
sólo el 5 - 15% de las aproximadamente 250.000 especies han sido estudiadas 
sistemáticamente por la presencia de compuestos bioactivos (Laza et al., 2003).  
A nivel mundial, se estima que el 25% de los productos farmacéuticos tienen su 
origen en plantas y otros son análogos sintéticos construidos a partir de 
compuestos naturales. Esto refleja la vigencia de los productos vegetales y sus 
principios activos (metabolitos secundarios) en la medicina actual (Rao et al., 2004).  
En Argentina, más del 45% de las especies aún no han sido químicamente 
analizadas y el 58% no han sido probadas farmacológicamente, por lo que resulta 
necesario generar mayor conocimiento de la composición química y de la actividad 
biológica de la flora medicinal (Barboza et al., 2009). Por otra parte, la ecorregión 
monte ha sido reconocida como la zona más rica en especies endémicas 
medicinales (Barboza et al., 2009). 
Existe en la actualidad una creciente búsqueda de metabolitos secundarios con 
actividad biológica en plantas nativas. Esta búsqueda y posterior identificación de 
compuestos químicos bioactivos derivados de plantas, ha sido facilitada a partir del 
conocimiento que poseen las comunidades indígenas sobre los organismos que los 
rodean. Así, la información obtenida a partir de ellas ha permitido conocer gran 
parte de los productos bioactivos actualmente utilizados. 
1.7.2 Metabolitos secundarios en plantas de regiones áridas y semiáridas. 
En el Siglo XX, la química de productos naturales y los avances en biología 
molecular han demostrado que los metabolitos secundarios cumplen un rol 
fundamental en la adaptación de las plantas al ambiente. Se descubrió entonces 
una gran cantidad de compuestos y de estructuras químicas que están relacionadas 
con la adaptación de las plantas, como mecanismos de defensa (gomas, resinas), 
inhibidores de crecimiento de otras plantas o alelopatía, de atracción a 
polinizadores (antocianinas, carotenoides), disminuyendo el efecto nocivo de rayos 
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ultravioletas (compuestos fenólicos) o de la pérdida de agua (resinas), etc. (Vilela 
et al., 2011). 
Las plantas de zonas áridas, debido a las presiones de selección y disponibilidad 
de recursos, han desarrollado una enorme diversidad de metabolitos secundarios. 
Extractos foliares de hojas de géneros nativos de zonas áridas como Atriplex 
“zampa” (Jefferson & Pennacchio, 2003), Baccharis “carqueja” (Cazón et al., 2002) 
y Grindelia “botón de oro” contienen una gran cantidad de compuestos que inhiben 
la germinación y el crecimiento del tallo y raíces de otras especies (Wassner & 
Ravetta, 2005).  
En zonas áridas y semiáridas, donde las condiciones ambientales como baja 
disponibilidad de agua y nitrógeno y alta radiación UV-B pueden limitar en mayor 
medida el crecimiento que la asimilación de dióxido de carbono, las plantas suelen 
acumular hidratos de carbono (Vilela et al., 2011). En estos ambientes, la selección 
natural favorece la presencia de especies con baja tasa de crecimiento relativo y 
alto nivel de defensa para proteger los tejidos (Coley et al., 1985). Estos metabolitos 
de defensa de base carbonada se encuentran en grandes concentraciones y tienen 
una muy baja tasa de recambio en los tejidos. Carrera et al. (2009) determinaron 
que las hojas verdes de leguminosas arbóreas y de arbustos siempreverdes de la 
provincia fitogeográfica del monte, contienen entre 10 y 15% de lignina. La 
presencia de gomas solubles en agua en semillas como ocurre en las Fabaceae, 
responde a su gran poder de hidratación y retención de agua durante la 
germinación (Vilela et al., 2011).  
1.7.3 Bioprospección de metabolitos secundarios con valor nutricional 
Se ha estimado que directa o indirectamente, las plantas comprenden hasta el 95% 
del suministro actual de alimentos en el mundo (Haard & Chism, 1996). Con el 
continuo crecimiento exponencial proyectado para la población mundial en la 
próxima década, mantener el nivel actual de nutrición humana requerirá un 
aumento de dos veces el suministro de proteínas vegetales y un incremento de 
cuatro veces de proteínas de origen animal. Dicho incremento en las proteínas a 
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base de animales no es posible en países en vías de desarrollo, por lo que las de 
origen vegetal desempeñarán un papel aún más importante en la nutrición humana. 
Este déficit proyectado en el suministro de proteína disponible ha sido responsable 
del interés actual en los cereales y en la búsqueda fuentes alternativas de alimentos 
de origen vegetal (Marcone, 1999). 
El desarrollo de alimentos funcionales es una de las estrategias más prometedoras 
para la industria alimentaria ya que ejercen su actividad en múltiples sistemas, 
especialmente el gastrointestinal, cardiovascular e inmunológico. Un alimento 
funcional es aquel que contiene un componente con actividad selectiva relacionada 
con una o varias funciones del organismo, con un efecto fisiológico añadido por 
encima de su valor nutricional y cuyas acciones positivas justifican que pueda 
reivindicarse su carácter funcional (fisiológico) o incluso saludable. Se comportan 
como potenciadores del desarrollo y diferenciación, moduladores del metabolismo 
de nutrientes, la expresión génica y el estrés oxidativo (Molina Baena et al., 2003). 
Sin embargo, uno de los aspectos más críticos es suministrar evidencias científicas 
del efecto que ejercen sobre la salud los alimentos funcionales, así como de las 
moléculas bioactivas que incorporan. Estas evidencias científicas se consideran un 
factor clave para la comercialización y aceptación de este tipo de productos. 
Existen sustancias presentes en algunos alimentos en los que se ha demostrado 
una característica adicional para la salud. Entre ellas se encuentran: fibras solubles, 
fitoesteroles, fitoestrógenos, ácidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados, 
potasio, vitaminas antioxidantes, derivados fenólicos, entre otros (Molina Baena et 
al., 2003; FAO/OMS, 1999). Estos últimos han despertado gran interés debido a su 
poder antioxidante, que los dota de un efecto quimioprotector en seres humanos y 
los hace tener una gran influencia en la estabilidad a la oxidación que presentan los 
alimentos (Galindo et al., 2014). 
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1.7.4 Caracterización físico química 
El análisis de alimentos es la disciplina que se ocupa del desarrollo, uso y estudio 
de los procedimientos analíticos para evaluar las características de los alimentos y 
de sus componentes. Esta información es crítica para el entendimiento de los 
factores que determinan las propiedades de los alimentos.  
Las determinaciones que se realizan con frecuencia incluyen la determinación de 
humedad, cenizas, extracto etéreo, proteína total, fibra y carbohidratos. 
Los hidratos de carbono representan compuestos útiles como reserva energética 
(glucosa, sacarosa y almidón en plantas, glucógeno en animales) o como material 
estructural y cementante (celulosa, pectinas, hemicelulosa en vegetales).  
Los lípidos son típicos compuestos de reserva energética y de carbono, 
componentes estructurales fundamentales de las membranas biológicas, solubles 
en solventes no polares.   
El avance de la ciencia ha permitido conocer que las proteínas de la dieta, una vez 
que ingresan al organismo, pueden influir significativamente en numerosas 
funciones fisiológicas, interaccionando con distintos componentes, como ocurre 
con las lectinas y los inhibidores de proteasas (Rubio et al., 2004). Las proteínas 
son quizás los compuestos más versátiles, esenciales por sus actividades 
catalíticas, estructurales, hormonales y una gran diversidad de otras funciones. 
1.7.4.1 Hidratos de carbono 
Los hidratos de carbono son polialcoholes aldehídicos o cetónicos, que 
pueden sufrir transformaciones como oxidaciones, reducciones, aminaciones, 
polimerizaciones, etc.  
Los polisacáridos pueden desempeñar distintas funciones como sustancias de 
reservas, de sostén, reguladores osmóticos, entre otras. Dada su complejidad 
molecular, presentan variaciones importantes en sus propiedades.  
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Por hidrólisis enzimática o en medios ácidos, se pueden descomponer en unidades 
menores (monosacáridos y disacáridos) y en base a ello se distinguen diferentes 
tipos como: pentosanos (xilanos), pentosanos mixtos (gomas, mucílagos, 
hemicelulosas, pectinas), hexosanos (glucosanos, fructosanos, etc.), hexosanos 
mixtos (pectinas), entre otros. 
1.7.4.2 Fibras 
Las células vegetales están constituidas por una fracción correspondiente al 
contenido celular y otra a la pared celular. La pared celular está formada por 
materiales no digeribles, como los polisacáridos no amiláceos (hemicelulosa, 
celulosa) y lignina. Estos tres elementos químicos constituyen en conjunto la fibra 
vegetal, y es su cantidad y calidad lo que afecta la digestibilidad en mayor medida. 
Los cereales, las legumbres, hortalizas, frutas y otras semillas son la mayor fuente 
alimentaria de fibras y de carbohidratos no digeribles. 
No existe una definición universal ni tampoco un método analítico que mida todos 
los componentes alimentarios que ejercen los efectos fisiológicos de la fibra 
(Alvarez- Escudero & Sánchez, 2006). La American Association of Cereal Chemist 
(2001) define: “la fibra dietética es la parte comestible de las plantas o hidratos de 
carbono análogos que son resistentes a la digestión y absorción en el intestino 
delgado, con fermentación completa o parcial en el intestino grueso”. La fibra 
dietética incluye polisacáridos, oligosacáridos, lignina y sustancias asociadas de la 
planta. Promueven efectos beneficiosos fisiológicos como el laxante, y/o atenúa los 
niveles de colesterol y/o la glucosa en sangre.  
Los análisis que permiten cuantificar las fibras separan el contenido celular de la 
pared celular, y particionan esta última en fracciones: fibra en detergente neutro, 
fibra en detergente ácido y lignina en detergente ácido (Van Soest et al., 1991).  
1.7.4.3 Mucílagos 
Los hidrocoloides o gomas son polisacáridos estructuralmente diversos, con 
una amplia gama de aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica y 
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medicinal. Son utilizados en la industria papelera y textil mejorando las propiedades 
de los diferentes productos elaborados (Malviya et al., 2011).  
Naglschmid et al., (1982) reportaron que los mucílagos son metabolitos secundarios 
que juegan un papel preponderante en la tolerancia a frío, transporte de agua, 
procesos de cicatrización, interacción huésped-patógeno, equilibrio iónico de las 
células vegetales e incluso en las reservas de hidratos de carbono. 
La búsqueda de otras fuentes de gomas han dirigido las investigaciones que 
abarcan un amplio campo de estudio de obtención de gomas de origen microbiano 
e incluso la caracterización de productos naturales, como las gomas de especies 
de Caesalpinea y Prosopis y de cierto tipo de algas para producir, en este caso, 
alginatos y carrageninas (Siccha & Lock, 1992). 
1.7.4.4 Proteínas 
La calidad proteica de un alimento está relacionada con su valor nutricional, 
el contenido de aminoácidos y con la disponibilidad y el balance de aminoácidos 
esenciales (Aufrére et al., 1992). En éste último aspecto, las proteínas animales 
son de mejor calidad nutricional, sin embargo, económicamente son inaccesibles 
para la mayoría de la población de países en vías de desarrollo, donde los alimentos 
de origen vegetal representan la fuente proteica más importante, principalmente a 
través del consumo de granos de cereales y leguminosas (Mandal & Mandal, 2000). 
Aproximadamente el 70% del alimento humano proviene de las semillas. Las 
diferencias existentes entre proteínas de almacenamiento de semillas de cereales 
y no cereales en cuanto a su tipo, cantidad, propiedades físico-químicas, etc. exigen 
un análisis de sus propiedades para su explotación adecuada en la nutrición o para 
fines nutricionales y/o farmacéuticos (Marcone, 1999). 
La enorme variedad de funciones que desempeñan las proteínas, han dado origen 
a diferentes clasificaciones arbitrarias. Fukushima (1991) presentó tres categorías 
principales:  
 proteínas estructurales (forman parte de la parte estructural de la célula);  
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 proteínas biológicamente activas (necesarias para el crecimiento y desarrollo 
normal de la planta, mayoritariamente enzimas) y  
 proteínas de reserva, proporcionan una fuente de aminoácidos y nitrógeno 
para el proceso de germinación de las semillas (Lambert & Yarwood, 1992; 
Spencer, 1984), y de fuentes de carbono y azufre para las primeras etapas de 
desarrollo de la plántula (Shewry &Haldford, 2002; Casey & Domeney, 1984).  
Las proteínas de reserva son las de mayor proporción y se depositan en cuerpos 
proteínicos durante el desarrollo del endosperma (Fukushima, 1991).  
Una proteína se considera de reserva si se acumula en la semilla en grandes 
cantidades; se hidroliza a aminoácidos constituyentes durante la germinación y 
crecimiento temprano de plántulas; y, finalmente, posee altos niveles de nitrógeno 
rico en aminoácidos (Lambert & Yarwood, 1992). Aunque estas proteínas por lo 
general no son biológicamente activas, algunas de ellas poseen funciones 
metabólicas específicas en las semillas. Son relevantes en la alimentación humana 
debido a que determinan el contenido proteico total de las semillas, así como 
también la calidad nutricional y las propiedades funcionales de los alimentos 
derivados (Argos et al., 1985).  
Debido a su abundancia, importancia económica y alimentaria, las proteínas de 
reserva han sido clasificadas en forma reiterada (Lambert & Yarwood, 1992; 
Fukushima, 1991; Osborne, 1924). Osborne (1924) las clasificó en cuatro grupos, 
en base a la solubilidad en diferentes agentes de extracción. Los grupos que 
establece son: a) albúminas (fracción soluble en agua), b) globulinas (solubles en 
soluciones salinas), c) prolaminas (solubles en soluciones alcohólicas) y d) 
glutelinas (únicamente se solubilizan en condiciones severas). Se ha observado 
que existe una relación directa entre la proporción en la que se encuentra cada una 
de las fracciones proteínicas en la semilla con la calidad nutricional y las 
características fisicoquímicas y funcionales (Nikokyris & Kandylis, 1997; Chan & 
Philips, 1994). Dada su simplicidad, la clasificación de Osborne (1924) es la más 
utilizada (Sandoval-Oliveros, 2012).  
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Desde la primera clasificación de las proteínas de reserva hasta la fecha, se ha 
propuesto otra clasificación, basada en la estructura genética, en criterios 
moleculares como la homología de la estructura primaria y en la forma de 
acumulación en la semilla (Fukushima, 1991). Según esta clasificación, las 
proteínas de reserva de semilla se dividen en: prolaminas, que incluye a las 
albuminas, y globulinas que comprenden a las glutelinas. Las prolaminas se 
encuentran principalmente en los granos de cereales y las globulinas predominan 
en leguminosas (Portyanko et al., 1997; Waggle et al., 1989).  
i Albuminas 
Son solubles en soluciones salinas muy diluidas y en agua. Poseen en general 
pesos moleculares relativamente bajos (inferiores a 100.000 Da). Incluye a las 
moléculas con propiedades funcionales y muchas son enzimas que metabolizan las 
sustancias almacenadas en la semilla como las glicosidasas y proteasas. Estas 
últimas juegan un rol fundamental en la defensa de la planta, como inhibidores de 
tripsina y las lectinas (Genov et al., 1997; Svendsen et al., 1994). En la mayoría de 
las semillas de las leguminosas, las albuminas son una buena fuente de lisina y de 
aminoácidos azufrados, principalmente metionina (Gueguen & Cerletti, 1994).  
ii Globulinas 
Son las proteínas de reservas más ampliamente distribuidas en la naturaleza, 
se encuentran en mayor proporción en especies dicotiledóneas, particularmente en 
las leguminosas (Shewry, 1995) y contribuyen tanto a la calidad nutricional de los 
granos como a sus propiedades funcionales (Argos et al., 1985). Representan 
aproximadamente más del 85% del total de proteínas en semillas leguminosas 
(Branlard & Bacel, 2006; Duranti & Gius, 1997). 
Coincidentemente con su función, contienen gran cantidad de ácido glutámico, 
ácido aspártico, leucina, aminoácidos básicos y amidas (Cubero & Moreno, 1983). 
Se clasifican en base a su coeficiente de sedimentación en gradiente de sacarosa. 
Salcedo-Chávez et al. (2002) encontraron que tanto el pH de extracción como el de 
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precipitación tienen un efecto importante sobre los atributos de calidad de los 
aislados proteicos.  
Las globulinas se han utilizado recientemente como ingredientes funcionales y 
nutracéuticos en virtud de la liberación de péptidos biológicamente activos durante 
la digestión in vivo, encontrándose que tiene efectos positivos para la prevención 
de la hipercolesterolemia e hipertensión (Marcone & Yada, 1998; Kawamura, 1997). 
iii Prolaminas 
Exceptuando la avena y el arroz, las prolaminas constituyen la principal 
proteína de reserva almacenada en el endosperma de los cereales. Es la fracción 
soluble en un rango de 50 hasta el 90% de etanol. Estas proteínas monoméricas, 
por lo general ricas en azufre, poseen grandes cantidades de prolina y ácido 
glutámico. La gran variabilidad en la composición de aminoácidos y secuencias 
específicas ha dificultado definir propiedades específicas para las prolaminas 
(Coleman & Larkis, 1999). Sin embargo, Shewry et al. (1999) citaron algunas 
propiedades comunes: 
 todas son solubles en diferentes mezclas alcohol:agua; 
 la mayoría posee una alta proporción de prolinas, glicinas y otros aminoácidos, 
principalmente fenilalanina, histidina, cisteína; 
 todas se depositan en cuerpos proteicos que pueden originarse de vacuolas o 
del retículo endoplasmático; 
 su función es de reserva de aminoácidos para la germinación y desarrollo 
temprano de las plántulas. 
Actualmente las prolaminas se clasifican de acuerdo a sus relaciones estructurales 
(Lásztity, 1984; Shewry et al., 1984; Tatham & Shewry, 1985; Shewry & Haldford, 
2002). 
iv Glutelinas 
Son agregados solubles en medios ácidos o alcalinos, insolubles en alcohol 
en el que muchas subunidades con pesos moleculares de 95 a 145 KDa son 
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estabilizadas por enlaces disulfuro. Sin embargo, estas glutelinas son 
esencialmente un grupo de prolaminas ya que al disociarlas, las subunidades se 
vuelven solubles en alcohol (Fukushima, 1991). 
v Fraccionamiento de Proteínas 
En función de las condiciones de extracción, algunas proteínas estarán 
presentes en la fracción de globulinas, en la de glutelinas o en ambas. La extracción 
con alcohol (1-propanol 50%) y un agente reductor, después de la extracción de las 
globulinas, produce una fracción (que contiene proteínas relacionadas con su 
localización, función y características químicas, incluyendo su solubilidad). Las 
fracciones más importantes en leguminosas son las albuminas y las globulinas 
mientras que en el caso de cereales son las globulinas y glutelinas (Portyanko et 
al., 1997; Waggle et al., 1989). 
vi Solubilidad de las Proteínas  
Tradicionalmente, la clasificación de las proteínas vegetales se basa en sus 
propiedades de solubilidad (Osborne, 1924). Esta clasificación sigue vigente debido 
a la relación que guarda con las propiedades tecno-funcionales de las proteínas. 
La solubilidad de una proteína, medida de la capacidad de disolverse una cierta 
sustancia en un determinado medio, a una temperatura y presión determinada, 
provee información útil para la optimización de las condiciones de extracción, 
obtención y caracterización.  
Las proteínas en disolución muestran grandes cambios en su solubilidad en función 
de: 
 su composición en aminoácidos (una proteína rica en aminoácidos polares es en 
general más soluble que una rica en aminoácidos hidrofóbicos); 
 su estructura tridimensional (las proteínas fibrosas son en general menos 
solubles que las globulares);  
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 el entorno de la propia proteína. Los principales factores ambientales que 
influyen en la solubilidad de una proteína son la temperatura, la constante 
dieléctrica del medio, el pH del mismo; y la fuerza iónica; 
 concentraciones salinas; 
 disolventes orgánicos. 
Estas variables pueden utilizarse para separar mezclas de proteínas, ya que la 
composición de aminoácidos determina su comportamiento como electrolito. 
vii Efecto del pH en la solubilidad proteica 
La solubilidad de la mayor parte de las proteínas globulares se encuentra 
profundamente influida por el pH del sistema. Cuando el pH de una mezcla de 
proteínas se ajusta al pH isoeléctrico de uno de sus componentes, la mayor parte 
o casi todo el componente precipitará, quedando en la disolución las proteínas 
cuyos valores de pH isoeléctrico estén por encima o por debajo de aquel.  
El estudio de la fracción proteica, así como la distribución en función de las 
características de solubilidad, permite lograr una mayor comprensión de la 
funcionalidad proteica.  
1.7.4.5 Lípidos 
Los lípidos se definen como un grupo heterogéneo de compuestos que son 
insolubles en agua pero solubles en disolventes orgánicos como éter, cloroformo, 
benceno o acetona. Constituyen los principales componentes estructurales de los 
alimentos (Nielsen, 1998) ya que aportan energía y nutrientes esenciales, entre 
otras cosas. Sin embargo, se conoce que un consumo excesivo de grasas en 
general y de algunos ácidos grasos saturados en particular es un factor que influye 
en el desarrollo de enfermedades coronarias y obesidad. 
Las grasas y aceites constituyen la forma mayoritariamente comestible de los 
lípidos. Los ácidos grasos presentes en los aceites y grasas comestibles se 
clasifican por su grado de saturación en: ácidos grasos saturados y ácidos grasos 
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insaturados (Ziller, 1996), a su vez, estos últimos se distinguen dependiendo de la 
presencia de dobles enlaces. 
Al contrario de lo que ocurre con las grasas de origen animal, los aceites de origen 
vegetal contienen predominantemente ácidos grasos insaturados (ligeros, líquidos), 
monoinsaturados (ácido oleico) y poliinsaturados (ácido linoleico y linolénico). 
A los ácidos grasos monoinsaturados también se los identifica como MUFAs, (del 
inglés monounsaturated fatty acids) y a los poliinsaturados PUFAs (del inglés 
polyunsaturated fatty acids) (Valenzuela et al., 1999).  
i Ácidos grasos saturados 
Contienen solamente enlaces simples carbono-carbono y son los menos 
reactivos químicamente (Ziller, 1996). Los ácidos grasos saturados son sintetizados 
en el organismo y los más comunes son: palmítico, esteárico, araquídico, láurico y 
mirístico, entre otros (Ruz et al., 1996). Por otro lado, se sabe que según cuál sea 
el ácido graso saturado será su impacto sobre el perfil lipídico. Se ha observado 
que los ácidos grasos esteárico y palmítico tienen un efecto cercano al neutro, es 
decir que no poseen ningún efecto sobre la salud, mientras que los otros ácidos 
grasos saturados aumentan las concentraciones de colesterol total y LDL-c 
(colesterol comúnmente llamado malo) en sangre, a los cuales se les atribuyen un 
aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular, aterosclerosis, dislipemias, 
entre otras.  
ii Los ácidos grasos insaturados 
Poseen dobles enlaces en su estructura que los hacen susceptibles de 
"aceptar" moléculas de hidrógeno. Dentro de este grupo encontramos los 
monoinsaturados y los poliinsaturados.  
iii Ácidos grasos monoinsaturados 
El principal ácido graso MUFA es el oleico, del cual se ha demostrado que 
reduce los niveles de colesterol total y LDL-c y aumenta el llamado colesterol bueno 
(HDL-c). Las grasas monoinsaturadas se encuentran principalmente en los 
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alimentos de origen vegetal como los aceites de oliva, de maní, de canola, de palma 
y en frutos secos tales como maní, nueces, almendras, avellanas.  
iv Ácidos grasos poliinsaturados 
Dependiendo de la localización del primer doble enlace, contando a partir del 
grupo metilo terminal, los ácidos grasos poliinsaturados son omega-6 u omega-3. 
Los primeros se hallan en los aceites vegetales, como el de maíz, soja, girasol y 
cártamo y en frutos secos. Los ácidos grasos omega-3 son comunes en pescados 
y en algunos aceites vegetales (soja, canola).  
Los ácidos linoleico y linolénico se consideran ácidos grasos esenciales porque el 
propio organismo no puede sintetizarlos y debe ingerirlos como parte de la dieta. 
Estos ácidos grasos y sus derivados son sustratos importantes para el 
mantenimiento de las estructuras y funciones de las membranas celulares. 
Además, se ha visto que los omega-3 previenen las enfermedades 
cardiovasculares y ayudan a controlar la presión arterial (FAO/OMS, 1997). La dieta 
diaria debe incluirlos en una proporción de 1 a 2% de los lípidos totales consumidos 
(Badui, 1996), ya que su ausencia produce un síndrome de deficiencia. 
1.7.4.6 Humedad 
Todos los alimentos, contienen agua en mayor o menor proporción. Las cifras 
de contenido en agua varían entre un 60 y un 95% en los alimentos naturales. 
Conocer el contenido de agua de un alimento resulta fundamental debido a que 
valores de humedad entre el 8% - 14% favorecen la presencia de insectos y de 
contaminación por bacterias y hongos (Cockerell et al., 1971). Por otra parte, la 
cantidad de agua puede afectar la textura de un producto, su calidad y estabilidad. 
1.7.4.7 Cenizas 
Las cenizas es un término analítico equivalente al residuo inorgánico en un 
alimento que queda después de calcinar la materia orgánica. La determinación de 
cenizas constituye un método sencillo para determinar la calidad de un alimento. 
Las cenizas normalmente, no son las mismas sustancias inorgánicas presentes en 
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el alimento original, debido a las pérdidas por volatilización o a las interacciones 
químicas entre los constituyentes.  
 
1.8 ACTIVIDAD BIOLÓGICA 
Debido al gran potencial e impacto de los numerosos estudios sobre la 
influencia de las fracciones proteicas sobre la salud, diversos autores han centrado 
sus investigaciones en analizar la presencia, caracterización y propiedades que 
poseen ciertos péptidos bioactivos. 
1.8.1 Modelo del Pez Cebra 
Las plantas constituyen una fuente natural de compuestos bioactivos, por lo 
que la evaluación de la citotoxicidad y bioseguridad es relevante y pueden llevarse 
a cabo implementando diferentes alternativas: actividad teórica mediante pruebas 
químicas (por ejemplo índice teórico de polifenoles totales), evaluación in vitro 
sobre modelos biológicos y actividad in vivo en animales y humanos, tras la ingesta 
de los mismos. 
Los estudios in vitro con cultivos celulares constituyen una herramienta de 
diagnóstico de gran utilidad ya que es posible reproducir estados fisiológicos a 
escala de laboratorio, facilitando la manipulación y condiciones de ensayo, y 
permiten elucidar el mecanismo de acción-efecto tanto de sustancias puras como 
de alimentos ricos en compuestos bioactivos (Lee et al., 2002; O’Brien et al., 2000).  
Respecto a los estudios in vivo con modelos animales, en la actualidad se pretende 
reducir el número de animales y el uso de especies alternativas al ratón. En ese 
sentido, el empleo del pez cebra está siendo extensamente utilizado como modelo 
en áreas como la medicina, toxicología, farmacología y en alimentación. Por otra 
parte, el uso de los embriones para los estudios de efectividad, son muy ventajosos 
porque permiten investigar los efectos de moléculas funcionales en un organismo 
entero. Este modelo animal es utilizado para evaluar la bioseguridad de 
compuestos, el análisis sistemático de compuestos químicos con potencial 
terapéutico y compuestos que regulan la proliferación descontrolada de células, en 
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investigaciones sobre el efecto teratogénico, embriotóxico y genotóxico de muy 
diversas sustancias y en estudios de biología del desarrollo y otros campos 
biomédicos y biotecnológicos embriológicos y neurobiológicos (Carreño Gutiérrez, 
2009; Pazos, 2005). Esta especie ha resultado efectiva en estos tipos de estudios 
debido a que presenta características que la convierten en un modelo ideal. Entre 
ellas se puede citar: 
 posee alto grado de similitud genética con los vertebrados superiores, 
compartiendo un 70% de genes con los humanos; 
 presenta alta fecundidad (200 - 300 huevos/puesta) y la observación del 
desarrollo embrionario es simple; 
 la fertilización, obtención de gametos y el desarrollo embrionario externo, 
rápido, con huevos y embriones transparentes durante las primeras 24 horas de 
desarrollo, permite observar el desarrollo de órganos internos a tiempo real; 
 representa un buen modelo de embriogénesis de vertebrados, de similitud 
anatómica y genética con mamíferos; 
 fácil manejo y reproducción. El pequeño tamaño de los huevos y larvas 
permiten minimizar los volúmenes de sustancias a analizar y los costos de los test; 
 sus requerimientos nutricionales y sistemas de mantenimiento son de bajo 
costos; 
 tiene la habilidad de absorber compuestos directamente desde el agua; 
 los test de embriotoxicidad son de corta duración; 
 existe mucha información disponible. Existe una base de datos actualizada 
una amplia red de investigadores y centros de investigación reconocidos 
(http://zfin.org); 
 su genoma está totalmente secuenciado por lo que representa grandes 
posibilidades de aplicación de las nuevas tecnologías de genómica y proteómica. 
1.8.2. Determinación de Compuestos fenólicos 
Actualmente son los compuestos bioactivos de gran relevancia debido a sus 
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimutagénicas, anticancerígenas, 
antibacterianas, entre otras, y por su capacidad para modificar las funciones de 
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algunas enzimas celulares claves. Se ha demostrado una relación entre el consumo 
de alimentos ricos en compuestos polifenólicos y una disminución del riesgo de 
enfermedades cardiovasculares y de ciertos tipos de cáncer (Shahidi, 2002; 
Shrikhande, 2000; Rice-Evans et al., 1997; Middleton & Kandaswami, 1994). 
Los compuestos fenólicos se incluyen principalmente en la categoría de captadores 
de radicales libres, aunque también pueden ejercer su acción antioxidante a través 
de otros mecanismos, como quelantes de iones metálicos que catalizan reacciones 
de oxidación (Ursini et al., 1999). 
1.8.3 Lectinas  
Las lectinas constituyen un grupo heterogéneo de proteínas vegetales. 
Aproximadamente unas 600 especies de leguminosas contienen lectinas, 
moléculas consideradas bioactivas cuyos efectos son muy diversos. Son capaces 
de unirse reversiblemente a restos de azúcares de glicoproteínas situados en la 
superficie celular. Originan así la aglutinación in vitro de los glóbulos rojos y una 
severa depresión del crecimiento, como consecuencia de su unión a receptores 
específicos de las células de la mucosa intestinal y reduciendo la capacidad de 
absorción de nutrientes en el intestino delgado. Durante los últimos años, 
adquirieron gran importancia debido a sus posibles aplicaciones en el campo de la 
salud y de alimentos. Se han considerado aspectos como la toxicidad que puede 
producir su ingesta, las modificaciones a través de procesos culinarios y las 
aplicaciones terapéuticas en enfermedades cancerígenas (Li et al., 2010; 2008; 
Chang et al., 2007; Vasconcelos & Oliveira, 2004). 
1.8.4 Actividad Antioxidante 
Recientes estudios en nutrición enfatizan el uso de antioxidantes para prevenir 
la oxidación de grasas insaturadas. A partir de la identificación de las vitaminas A, 
C y E como antioxidantes, se han generado numerosos trabajos que confirman la 
importancia de estos compuestos. 
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El término antioxidante se refiere en específico a la especie química que previene 
el consumo de oxígeno molecular.  
El mecanismo de cómo previene el proceso de peroxidación en lípidos, la vitamina 
E ha permitido comprender a los antioxidantes como agentes reductores que evitan 
la reacción oxidante, atrapando las especies reactivas antes que éstas causen daño 
a las células. Así, la presencia de antioxidantes resulta necesaria para prevenir la 
formación de especies reactivas de oxígeno (ROS), algunas de las cuales son 
radicales libres (Wolf, 2005). Estos radicales son moléculas altamente reactivas e 
inestables que pueden desencadenar numerosas reacciones químicas causando 
daño o muerte celular.  
Los compuestos fenólicos están asociados con la actividad antioxidante debido a 
la presencia de grupos OH y a su estructura aromática, que les confiere la 
capacidad de atrapar radicales libres. 
Se ha desarrollado una amplia variedad de métodos para evaluar la capacidad 
antioxidante de los alimentos que los contiene, estos métodos dependen de la 
especificidad del radical libre usado como reactivo. 
Los métodos más comunes para determinar la capacidad antioxidante in vitro son 
FRAP (Ferric reducing antioxidant power), ABTS, DPPH y ORAC. En el ensayo 
FRAP se mide la capacidad de una muestra para reducir metales mientras que en 
los métodos ABTS, DPPH y ORAC se mide la capacidad de los compuestos 
antioxidantes para capturar radicales libres. 
1.8.4.1 Método del DPPH (Brand-Williams et al., 1995) 
El 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH•) es un radical libre estable en una 
solución metanólica, que no forma dímeros como sucede con otros radicales libres. 
La reducción del DPPH• se monitorea por la disminución en la absorbancia a una 
longitud de onda característica. En su forma de radical libre, el electrón 
desapareado da un máximo de absorción a 515 nm y es color violeta. Cuando una 
solución de DPPH• se mezcla con una sustancia antioxidante, aparece la forma 
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reducida DPPH-H y esta absorción desaparece, provocando un cambio en el color 
de violeta a amarillo. En consecuencia, la desaparición del DPPH• proporciona un 
índice para estimar la capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales. 
El modelo que explica la actividad de un compuesto como antirradical se ejemplifica 
con la siguiente ecuación: 
DPPH•+ (AH)n -----> DPPH-H + (A)n 
Donde AH es un antioxidante que actúa como antirradical donando átomos de 
hidrógeno, dando como resultado radicales con estructuras moleculares estables 
que detendrán la reacción en cadena, tal es el caso de los fenoles. El nuevo radical 
formado (A) puede interactuar con otro radical para formar moléculas estables 
(DPPH-A, A-A). 
 
1.9 LAS ESPECIES OBJETO DE ESTUDIO 
1.9.1 El género Prosopis 
Las principales descripciones de las especies del género Prosopis pueden 
encontrarse en Burkart (1976; 1940; 1937) y en Vilela & Palacios (1998). Palacios 
& Brizuela (2005) presentaron una clave de identificación de especies basada en la 
morfología foliar (Vilela & Palacios, 1997; Vilela, 1996). Tres de ellas se encuentran 
representadas en América: Strombocarpa, Monilicarpa y Algarobia (Catalano et al., 
2008; Bessega et al., 2006; 2005; Burkart, 1976). En esta última, Bukart (1976) 
identificó seis series de acuerdo al tipo de crecimiento vegetativo. La sección 
Algarobia reúne a especies que presentan capacidad de hibridación natural, de 
rápido crecimiento y resistentes a la sequía (Bessega et al., 2000). En ella se 
encuentran P. alpataco, P. alba, P. chilensis, P. nigra, P. flexuosa, P. caldenia.  
1.9.2 Prosopis alpataco Phil. (Fabaceae, Mimosoideae) 
1.9.2.1 Ubicación taxonómica de la especie 
Cronquist (1981; 1988) incluye al género Prosopis en la familia Mimosaceae 
y en el orden Fabales. Por otro lado, Thorne & Reveal (2007) consideran la familia 
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Fabaceae dividida en 3 subfamilias: Faboideae, Caesalpinoideae y Mimosoideae, 
esta última incluye al género Prosopis. Además, este autor agrupa las familias 
Quillajaceae, Polygalaceae y Surianaceae dentro del orden Fabales.  
El sistema de clasificación más reciente, APG III (Angiosperm Phylogeny Group, 
2009), basado en morfología y secuencias de rbcL, atpB y 18S ADNr, ubica a la 
Familia Fabaceae, dentro del corazón de las eudicotiledóneas (core eudicots), en 
el clado de los Fabidos, junto a los órdenes Cucurbitales, Fagales, Rosales, 
Celastrales, Oxalidales, Malpighiales y Zygophyllales (Tabla 2).  
A nivel infrafamiliar, la familia ha sido tradicionalmente dividida en 3 subfamilias: 
Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae. El trabajo de Polhill & Raven 
(1981), Advances in Legume Systematics, presenta un tratamiento taxonómico 
para los rangos infrafamiliares, por lo que se lo seguirá en este trabajo. 
Tabla 2. Posición taxonómica de la Familia Fabaceae, según diferentes esquemas 
de clasificación. 
Autor Cronquist, 1981, 1988 Thorne, 1992 APG III, 2009 
División Magnoliophyta Magnoliophyta o 
Angiospermae 
Anthophyta  
(Angiospermas) 
Clase Magnoliopsida Brogn. 
1843 (Dicotyledonae) 
Magnoliopsida Brogn. 
1843 (dicotiledóneas) 
Eudicotyledonae 
Subclase  Rosidae Takht.1967 “clado Core 
Eudicots” 
Superorden  Rosanae Takht. 1967 “clado Rosidos” 
Orden Fabales Bromhead 1838 Fabales Bromhead 
1838 
Fabales 
Bromhead 1838 
Familia Mimosaceae R. Br. 1814 Fabaceae Lindl 1836 Fabaceae Lindl 
1836 
Subfamilia   Mimosoideae DC 
1825 
Mimosoideae DC 
1825 
El género Prosopis consta de 45 especies, dos de ellas son asiáticas, una africana 
y el resto americanas. En América se distribuye en las regiones semiáridas y áridas, 
desde el sudoeste de Estados Unidos a lo largo de los Andes hasta Chile central y 
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Argentina, donde se encuentra la mayor cantidad de especies. La Argentina es 
considerada el centro de diversidad mundial del género, ya que en sus ambientes 
se encuentran distribuidas unas 28 especies (Palacios & Brizuela, 2005; Roig, 
1993a; Burkart, 1976) de las cuales ocho viven en la Patagonia (Correa, 1984). El 
proceso evolutivo se evidencia en las bioformas, las espinas, las hojas y los frutos 
(Roig, 1993a). Varios autores la reconocen como una especie endémica de 
Argentina (Correa, 1984; Zuloaga, & Morrone, 2009). 
De acuerdo a la nomenclatura botánica del Catálogo de Plantas Vasculares de la 
República Argentina I y II de Zuloaga & Morrone (1996; 1999) existen dos 
variedades de P. alpataco: una de vida arbórea (var. lamaro F.A. Roig) y una 
arbustiva (var. alpataco F.A. Roig) (Roig, 1987). 
 
Reino: Plantae 
Subreino: Embryophyta (Cormophyta Endl.) 
División: Anthophyta 
Clase: Eudicotyledonae 
Subclase: Rosidae 
Orden: Fabales 
Familia: Fabaceae Lindl 1836 
Subfamilia: Mimosoideae (R. Br.) DC. 1825 
Tribu: Mimoseae Bronn 
Género: Prosopis L. 1767  
1.9.2.2 Descripción Prosopis alpataco 
Prosopis alpataco fue descripta por Philippi en 1962. Es una especie nativa 
de la zona árida Argentina (Vega Riveros, 2011; Catalano et al., 2008; Villagra & 
Roig, 2002; Kiesling, 1994) conocida vulgarmente como “alpataco”, “algarrobo”, 
“algarrobo guanaco” (Forcone & González, 2014), “lámara”, “lámar” o tako” (Roig, 
1987; Palacios & Brizuela, 2005; Meglioli, 2009; Vega Riveros, 2009) (Figura 12). 
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Figura 12. Ilustración de Prosopis alpataco (Scoones, 1994). 
Debido a que esta especie suele ser confundida como P. flexuosa var. depressa, 
Roig (1987), presentó las principales diferencias morfológicas y ecológicas entre 
ambas. El nombre “Alpataco” proviene del vocablo quechua (hállpa = tierra o suelo, 
y takko = arbusto, árbol) en alusión a sus ramas enterradas. Otros nombres 
populares son: Pichai (mapuche), Shoi (rankülcke), Soi mamüll (araucano, significa 
arbusto articulado), Acschlesch (tehuelche).  
Las comunidades de alpataco constituyen un elemento típico de la Provincia 
Fitogeográfica del Monte, denominada bosque xerófilo por Parodi (Cabrera, 1951). 
Junto a otras especies arbustivas como “las jarillas” (Larrea sp), “el piquillín” 
(Condalia microphylla) y “el chañar” (Geoffroea decorticans), se disponen a modo 
de parches de vegetación delimitados por áreas de escasa cobertura vegetal. 
Habita en suelos salinos y alcalinos, es una especie freatófita (Palacios & Brizuela, 
2005). Se distribuye preferentemente en zonas de extrema aridez, de clima seco y 
cálido con precipitaciones estivales y torrenciales, que varían entre 80 y 200 mm 
anuales y temperaturas medias de 15 °C a 17 ºC (Villagra, 1998) (Figura 13). 
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Figura 13. Distribución geográfica de Prosopis alpataco Phil. (Burkart, 1976; 
Kiesling, 1994; Villagra, 1998, Villagra & Roig, 2002). (Extraído de Vega Riveros et 
al., 2011). 
Es un arbusto de hasta 3 m de altura, provisto de una profunda raíz axonomorfa. 
Presenta ramas principales subterráneas, horizontales, de las cuales emergen 
ramas aéreas erectas, flexuosas, abarcando un espacio de hasta 10 m de diámetro 
(Figura 14a). 
Las ramas, rojizas, presentan en los nudos espinas geminales de hasta 6 cm de 
longitud. Las hojas son bipinnadas, deciduas, uniyugas, raramente biyugas, laxas, 
deciduas, con pecíolos de 0,7 - 9,5 cm de longitud. Los folíolos se disponen de 9 - 
17 pares por pinnas, son lineales, opuestos, comúnmente glabros, obtusos y de 0,5 
- 1,7 cm de longitud por 0,9 - 1,5 mm de ancho (Roig, 1993a; Roig, 1993b; Vilela, 
1996). Las flores son pequeñas, provistas de 5 sépalos soldados y 5 sépalos libres 
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de color amarillo, se agrupan en racimos péndulos, densos, de 6 a 14 cm de 
longitud (Figura 14b). 
 
Figura 14. a) Inflorescencia de Prosopis alpataco; b) individuos adultos fructificados 
en el monte rionegrino.  
 
El fruto es un lomento drupáceo, comprimido, falcado o raramente subanular con 
suturas paralelas de color amarillo a la madurez. Los frutos permanecen en la planta 
durante 2 a 3 años, en donde terminan por momificarse. Presenta artejos 
irregulares normalmente transversales al eje del fruto, de 8 - 18 por fruto, 
mesocarpo escaso, endocarpo duro e indehiscente (Roig, 1993a; 1993b; 1987; 
Burkart, 1976), con semillas elipsoides en su interior (Figura 15a, b y c). 
 
 
Figura 15. a) Estructura de la vaina y semillas de Prosopis (adaptado de Cruz 
Alcedo, 1999); b) y c) legumbres y semillas de P. alpataco. 
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Dada su amplia dispersión geográfica, existen diferencias en el periodo de floración 
y maduración de frutos entre la zona norte del monte, donde ocurre entre los meses 
de octubre y enero (Vega Riveros, 2009; Dalmasso & Conetani, 1993) y el límite 
sur, donde florece de noviembre a principio de diciembre (Forcone, 2003a). 
Pese a la gran producción de flores que presenta la especie, el 70% de éstas no 
alcanzan el estadio de antesis y sólo el 0,05% - 0,25% fructifican. Además, los 
Prosopis distribuidos en América del Sur presentan una mortalidad de frutos de 
entre el 55% al 80% (Agüero, 2009; Cariaga et al., 2005). En P. alpataco se ha 
reportado un 87% de pérdida de semillas causada por insectos pertenecientes a la 
familia Bruchidae (Agüero, 2009). El aborto temprano de flores e inflorescencias 
imposibilita la atracción de polinizadores y la posibilidad de que las flores funcionen 
como donantes de polen. Así, la superproducción de inflorescencias ha sido 
explicado como un mecanismo de compensación ante la pérdida natural de las 
estructuras reproductivas por el frecuente ataque de los herbívoros (Bawa, 1983). 
Por otra parte, se han presentado diferentes teorías tendientes a explicar el aborto 
de frutos. Según Pawsey (1960), el aborto es una respuesta fisiológica ante la 
sequía, condición frecuente en la Patagonia Argentina.  
Por lo expuesto, el momento de cosecha varía según las especies. Tanto la 
maduración de los frutos como la dispersión de la semilla pueden sufrir variaciones 
anuales sujetas a los efectos del clima en un año. 
P. alpataco podría formar bancos de semillas aéreos debido a la permanencia de 
los frutos en pie hasta la siguiente fenofase (Vega Riveros, 2009). Se ha reportado 
la permanencia de los frutos de Prosopis en la planta madre, por un periodo de 2 o 
3 años, hasta que los mismos terminan por momificarse (Roig, 1987). Esta 
propiedad ha sido mencionada para otras plantas perennes de características 
similares (Bertiller, 1998).  
1.9.2.3 Usos populares de Prosopis  
Los algarrobos crecen en las regiones áridas y semiáridas del mundo. En 
estas regiones tienen especial interés por los diversos usos y beneficios que 
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ofrecen a las poblaciones locales. Son especialmente significativos en aquellas 
regiones donde las condiciones ambientales adversas junto a la marginación 
política, social y económica, limitan las posibilidades de implementación de 
sistemas productivos medianamente exigentes en calidad de suelo, disponibilidad 
de agua y tecnologías apropiadas (INTA, 2005). 
El género Prosopis es un importante recurso económico para los pobladores de 
diferentes comunidades de regiones áridas y semiáridas del mundo (Silva et al., 
2000).  
El reconocimiento de la Argentina como centro de diversidad de este género revela 
un amplio uso en alimentación humana, animal y como combustible (Felker & 
Bandurski, 1979). Se lo ha utilizado como alimento, combustible (leña y carbón), 
obtención de madera para construcción y muebles, como forraje, para la obtención 
de fármacos, colorantes, gomas y en prácticas de conservación del suelo (Meglioli, 
2009; Meglioli et al., 2008; López et al., 2006; Giménez & Moglia, 2003; Freyre et 
al., 2003; Silva et al., 2000; Fagg & Steward, 1994; Castro, 1994; Figueiredo, 1990).  
Desde hace mucho tiempo, las poblaciones locales han identificado los valiosos 
bienes y servicios que brindan las Fabaceae y han aprendido sobre sus utilidades, 
incluyéndolos en su vida cotidiana tanto en alimentos como en medicamentos 
(Molares & Ladio, 2012). Fue utilizado tanto por grupos con una economía 
básicamente agrícola (diaguitas), como por aquellos que combinaban la caza con 
la recolección y, eventualmente, pesca y horticultura (huarpes, tobas, wichís, 
pilagás, mocovíes, abipones, guaraníes, chanátimbú, pampas, puelches, 
mapuches y tehuelches) (Capparelli & Prates, 2015; Capparelli, 2008; 2007). En 
todos los casos, las vainas constituían un recurso alimentario importante en los 
meses de maduración, tanto para su consumo fresco como para la elaboración de 
harina y bebidas alcohólicas y refrescantes. 
En la Patagonia Argentina, las Fabaceae constituyen uno de los principales 
recursos alimenticios silvestres de poblaciones multiétnicas situadas en el bosque 
subantártico (Rapoport et al., 1999) y de las comunidades indígenas de la estepa 
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árida y ambientes del monte patagónico (Ladio & Lozada, 2009). Restos 
arqueobotánicos de algarrobo han sido hallados en sitios arqueológicos del 
Holoceno tardío en el este de Norpatagonia (Capparelli & Prates, 2015). 
i Usos alimenticios 
Se conocen unas 25 especies de Prosopis con frutos y/o semillas comestibles 
entre América, África y sur de Asia.  
Rapoport et al. (2009) describen el valor comestible de algunas especies de 
Prosopis.  
P. alba Griseb. “algarrobo blanco” tiene frutos con una pulpa dulce. Se pueden 
moler para hacer harina. Las legumbres pueden fermentarse para hacer aloja de 
algarrobo (López et al., 2002). También pueden hacerse bebidas refrescantes o 
tostarse para preparar café (Kunkel, 1984). Con la harina de algarroba y miel se 
fabrican caramelos o, mezclada con harina de trigo, se realizan variados tipos de 
panificación y repostería (bizcochuelos, tortas fritas, pasta frola, etc.). La harina de 
algarroba contiene 9 – 29% de proteínas, 0,8 - 4,0% de almidón, 7 – 19% de fibra 
bruta, 1,8 - 6,4% de grasas, 26 – 56% de azúcares totales (Charpentier, 1998). 
Valores algo parecidos fueron reportados por Schmeda Hirschmann et al. (1999). 
Las legumbres de P. nigra (Griseb.) Hieron. “algarrobo negro o algarrobo dulce” y 
de de P. ruscifolia Griseb. “vinal” se utilizan como las de P. alba (Sciammaro et al., 
2015; Charpentier, 1998; Kunkel, 1984). P. affinis Spreng. “ñandubay” posee 
semillas que son comestibles tostadas y molidas (Kunkel, 1984; Hedrick, 1919). Las 
vainas tienen cierto valor nutritivo (López et al., 2002). Los frutos verdes y maduros 
de P. cineraria son considerados un factor importante en la prevención de la 
desnutrición proteico-calórica de niños en Haryana, India (Gupta & Mathur, 1974). 
Además, las vainas verdes se utilizan para hacer curry y salmueras. En el noreste 
semiárido de Brasil, la pulpa dulce (exo-mesocarpio) de los frutos frescos es 
consumida directamente, mientras que las de P. alba, P. juliflora y P. laevigata 
secas se muelen para obtener una harina de sabor y aroma similar al café o cacao 
(Gallegos-Infante et al., 2013; Prokopiuk, 2004; Felker et al., 2003). Las semillas 
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tostadas de Prosopis pueden reemplazar al café (Hieronymus, 1881, citado por 
Roig, 1993a). 
Los principales productos elaborados a base de harina de Prosopis, que 
actualmente se comercializa en dietéticas, son tortas secas “patay” o “pan de 
algarrobo”, budines y galletas (Hurrell et al., 2011; Burkart, 1952).  
El arrope es una bebida no alcohólica refrescante que se obtiene al adicionarle 
agua a la harina de Prosopis (Roig, 1993a). Por otra parte, de la fermentación en 
agua de la harina, se obtiene una bebida alcohólica llamada “chicha o aloja”.  
Las vainas son consumidas como forraje por el ganado doméstico en las 
comunidades rurales del desierto de monte desde la antigüedad (Burkart, 1952). 
Cerdos, vacas, ovejas y caballos las consumen directamente de la planta, o son 
cosechadas por los pobladores durante el verano y almacenadas como suplemento 
dietario para tiempos de escasez de alimento (Marmillon, 1986). 
ii Usos farmacológicos 
El extracto o partes de la corteza y de las hojas de diferentes especies de 
Prosopis han sido utilizados en medicina popular como antiepasmódicos, 
analgésicos, en afecciones por conjuntivitis, faringitis, antidermatósicos, 
odontálgicos y en afecciones de la garganta (Hurrel et al., 2011; Barboza et al., 
2009; Scarpa, 2002; Marzocca, 1998; Ratera & Ratera, 1980; Martinez Crovetto, 
1965; 1964). 
Los frutos y derivados de diferentes especies de Prosopis (arrope, harinas) se 
utilizan como nutracéuticos y terapéuticos: digestivos, diuréticos, antiinflamatorios, 
hipertensivos, antiodontálgicos, hepáticos estomáquicos, laxantes, diuréticos, 
antiasmáticos, abstergente, oftálmicos y tónicos (Hurrel et al., 2011; Barboza et al., 
2009). 
Un estudio de la riqueza florística medicinal basado en encuestas a indígenas 
botánicos de la comunidad Wayuu (Colombia) indicó que de 155 especies 
evaluadas, P. juliflora alcanzó uno de los porcentajes más altos en la prevención y 
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cura de las principales enfermedades que afectan esta comunidad. Entre ellas, 
fueron mencionadas: amenaza de ceguera, conjuntivitis, debilidad corporal, 
diabetes, dolor corporal, dolor de cabeza, de muelas, muscular, de postparto, fiebre, 
fracturas, parásitos, resfriados, reumatismo, tos convulsa (Veja et al., 2010). 
En los frutos de P. alpataco se han encontrado propiedades antiinflamatorias, 
capacidad de eliminación de radicales libres y actividad sobre ácidos nucleicos 
(Barboza et al., 2009). 
Principios activos 
Entre los principales principios activos de P. alpataco se identificaron 
alcaloides, flavonoides y esteroles (Barboza et al., 2009). Se han aislado diferentes 
compuestos químicos que explican estos usos medicinales, como distintos 
aminoácidos libres, flavonoides, alcaloides, polifenoles y otros (Barboza et al., 
2009).  
1.9.2.4 Usos no tradicionales de Prosopis 
i Curtientes 
La corteza de los Prosopis contiene 14 a 16% de taninos. El contenido de este 
compuesto varía de 6 a 20% entre las especies diferentes y en distintos órganos 
vegetales. Los taninos obtenidos de la corteza, junto con los que se encuentran en 
la madera y los que se obtienen de extracto de los frutos, son usados en el curtido 
de cueros. La extracción se realiza mediante arrastre de vapor (Barros, 2010). 
ii Fibras 
Las raíces descortezadas eran utilizadas en Norteamérica para elaborar 
fuertes cuerdas. Fibras obtenidas de la corteza interior eran utilizadas con los 
mismos fines y también para cestería (Barros, 2010). 
iii Tinturas 
De las raíces se obtienen extractos colorantes color café-púrpura, empleados 
para teñir algodón y otros materiales. La corteza y las gomas se usan para producir 
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pinturas y tintes y también en cosmética y elaboración de champú (Barros, 2010; 
Carrizo et al., 2006). 
iv Gomas 
Las especies de Prosopis constituyen una fuente potencial de gomas 
aplicables como agente espesante en la industria alimentaria, usadas ampliamente 
como aditivo de alimentos, emulsionantes, espesantes, como materia prima para 
adhesivos y en preparaciones farmacéuticas. (Vilela et al., 2009). Los Prosopis 
exudan una goma soluble en agua que se ha utilizado como un sustituto de la goma 
arábiga. Estas gomas también pueden ser acumuladas en las vainas, mesocarpo y 
semillas (Kalman, 2000; Cruz Alcedo, 1999).  
v Miel 
Las flores de alpataco son un buen recurso melífero, producen abundantes 
cantidades de néctar y polen por períodos de tiempo prolongados y atraen así a los 
insectos polinizadores. Las principales especies de abejas nativas pertenecientes 
a Colletidae, Andrenidae, Megachilidae y familias Anthophoridae (Simpson et al., 
1977) están entre sus agentes polinizadores. Los Prosopis ofrecen una de las más 
ricas fuentes de polen y néctar en el desierto del monte (Tamame, 2011). La miel 
de Prosopis es color amarillo claro, generalmente de buena calidad, con un gusto 
agradable y un aroma tenue. 
vi Usos madereros (madera, leña y carbón) 
 Uno de los usos más frecuentes de los algarrobos ha sido como combustible 
(Palacios & Brizuela, 2005b). Como se mencionó anteriormente, el 58% de la 
madera que el monte produce anualmente se obtiene de especies nativas como 
Prosopis, Condalia y Geoffroea (SAyDS, 2005). 
La madera de Prosopis es de color marrón rojizo, muy estable (bajos valores de 
contracción) con alta gravedad, dureza específica (Felker & Guevara, 2003) y gran 
estabilidad tridimensional (Palacios & Brizuela, 2005b). 
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En la parte norte del desierto del monte, donde el hábito de los Prosopis es arbóreo, 
los troncos rectos proporcionan madera para la fabricación de muebles de alta 
calidad, ventanas y puertas. Las ramas se utilizan para cercos de animales y para 
postes, vigas y varas en la construcción de viviendas (Carrizo et al., 2006). Si bien 
en el norte del país hubo intentos de comercializar a mayor escala la madera de 
Prosopis en la década de 1970, el uso no sostenible de bosque nativo impidió la 
continuación de esta actividad económica (Morlans, 1997). 
Las comunidades de especies del género Prosopis no han sido la excepción en los 
procesos de deforestación en el mundo, tanto en América del Norte como en 
Sudamérica han sido desplazadas por cultivos agrícolas. Han sido intensamente 
explotadas para madera, combustible y otros productos, y han sufrido selección 
genética negativa (disgenia) producto del “floreo” (explotación de los mejores 
ejemplares). En Argentina, se estima que las formaciones naturales originales de 
Prosopis se han reducido por acción antrópica entre un 50 y un 75% desde el año 
1500 (D’Antoni & Solbrig, 1977). 
En aquellas regiones donde los Prosopis adquieren forma arbustiva, el uso se 
encuentra limitado a la producción de postes y carbón de alta energía (4600 Kcal/ 
kg) y leña (Fagg & Stewart, 1994; Karlin & Ledesma, 1988). 
En Argentina hay experiencia y resultados de proyectos de investigación aplicada 
que se vienen desarrollando desde hace varios años con el fin de que productores 
y técnicos cuenten con la información necesaria para llevar a cabo con éxito planes 
de reforestación y enriquecimiento de bosque nativo con P. flexuosa y P. chilensis 
en el del Chaco árido (INTA, 2005). Plantaciones de P. alba establecidas en el 
Chaco han sido recientemente evaluadas (Michela et al., 2015). También hay 
algunas experiencias en la recuperación de áreas degradadas en Tucumán, 
mediante forestación con P. alba, con conducción silvícola y tecnologías adecuadas 
para aserraje de piezas pequeñas, en campo; y orientada al aprovechamiento de 
vainas y otros forrajes consociados (Valdora & Jáimez, 2000). Sin embargo, a pesar 
de que la tecnología y selección de material genético para comenzar un programa 
de mejora genética de árboles ya están disponibles para ciertas especies de 
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Prosopis, no hay plantaciones comerciales en la región del monte, y las materias 
primas se obtienen mayormente de modo no sustentable del monte nativo (Villagra 
et al., 2004; Cony, 1997; 1996). Resulta necesario evitar el uso de maderas de 
algarrobo y nativas en general, en productos de escaso valor, con enormes 
desperdicios, y con el rótulo de “rústicos” en el sentido de baratos y no de 
autóctonos, así como promover la creación de bosquetes energéticos con especies 
de rápido crecimiento para disminuir la presión sobre el recurso nativo (Valdora & 
Jáimez, 2000). 
vi El valor ecológico de los Prosopis 
 Los algarrobos como especies multipropósito y estabilizadoras del ambiente, 
pueden trasformarse en el componente estructurador de sistemas productivos 
diversos y adaptados a las condiciones locales particulares (INTA, 2005).  
Por su alta tolerancia al estrés hídrico y salino, los Prosopis resultan adecuados 
para la reforestación de suelos afectados por la sequía y la salinidad. Por otra parte, 
las tasas de fijación deCO2 de Prosopis se encuentran entre las más altas 
conocidas respecto de otros árboles, haciendo posible alcanzar un crecimiento 
rápido y aumentar las probabilidades de éxito, aún en las condiciones más adversas 
(Isely, 1982). Por otra parte, las características de especies multipropósito, 
principalmente en términos de sus potenciales usos y su capacidad de prosperar 
bajo condiciones de sitio en las cuales pocas otras especies lo hacen, han tornado 
a las especies de Prosopis muy atractivas, tanto en sus áreas de origen como fuera 
de éstas, y ya desde el Siglo XIX han sido introducidas muchas de ellas en zonas 
áridas y semiáridas del mundo, fuera de sus áreas de distribución natural (Barros, 
2010). 
Algunas especies de Prosopis han sido evaluadas exitosamente para su utilización 
en planes de rehabilitación de las zonas degradadas (Agüero, 2009). Esto es 
posible gracias a su plasticidad ecológica, adaptación a condiciones extremas y 
enriquecimiento del suelo debido al aporte de nitrógeno (Vega Riveros et al., 2011).  
Al igual que otras especies de Prosopis, P. alpataco ha sido utilizada para control 
de la erosión, la protección y el mejoramiento de la fertilidad del suelo (Barros, 2010; 
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Cony & Trione; 1998, Vilela, 1996; Cruz, 1986; Felker, 1979; Burkart, 1976; Philippi, 
1862). Por otra parte, varios trabajos hacen referencia al comportamiento de P. 
alpataco como especie freatófita, permitiéndole sobrevivir en ambientes semiáridos 
característicos de esta región (Vega Riveros et al., 2011; Villagra et al., 2011). En 
particular, el alpataco prospera además en suelos pesados, arcillosos y salinos 
presentes en gran parte de la región norte de la Patagonia (Villagra et al., 2010; 
Villagra & Cavagnaro, 2006; 2000; Villagra, 1998; Villagra & Roig-Juñent, 1997; 
Guevara et al., 1996; Roig, 1987). 
1.9.3 El género Condalia 
El género Condalia fue descripto por Cavanilles (1799) en base a plantas 
cultivadas en el Real Jardín Botánico de Madrid, a partir de semillas provenientes 
de Chile recogidas en expediciones españolas de la época (Garilleti, 1993). 
Cavanilles dedicó este género a Antonio Condal, médico catalán que acompañó a 
Loefling en la expedición al Orinoco (1754 - 1751) (Fernández-Alonso, 1997). 
Condal herborizó parte de estas especies americanas que fueron dadas a conocer 
al publicarse “Iter Hispanicum” (Linneo, 1758; Pelayo & Puig-Samper, 1992). 
Escalante, en 1971, realizó una revisión de la familia Rhamnaceae, que luego fue 
completada por Castellanos (1957) con la presentación de una clave que 
llamativamente omite a Condalia buxifolia Reissek, y por Johnston (1962) quien 
publicó una revisión de este género e indicó la posibilidad que Condalia montana 
Cast. fuera el resultado de una hibridación entre C. microphylla y C. buxifolia. 
Escalante et al. (1971) realizaron una revisión de las especies que habitan el 
territorio argentino y presentaron claves que permiten distinguir las especies 
australes argentinas en base a caracteres anatómicos y morfológicos externos. Si 
bien Escalante et al. (1971) y Di Fulvio (1977) rechazaron la idea que C. montana 
fuera un híbrido, años más tarde fue confirmado por Tortosa et al., (1992; 1986). 
Cabe destacar que este híbrido ha sido recolectado solamente en las provincias de 
Catamarca (Dpto. Ambato), La Rioja (Dpto. General Belgrano), Córdoba (Dptos. 
Capital, Colón, Pocho, Punilla, Río Seco, San Alberto, San Javier, Santa María y 
Totoral) y en Salta, sólo en una localidad donde, producto de los continuos 
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disturbios producidos en el ambiente, existe un moderado peligro de que esta 
entidad desaparezca (Tortosa & Novara, 1992). 
Condalia es un género americano que comprende entre 15 y 20 especies 
neotropicales, desde Estados Unidos hasta la Patagonia. En la Argentina están 
presentes tres especies y un híbrido, una de ellas endémica de Neuquén, las 
restantes llegan a Salta y al Valle de Lerma (Tortosa & Novara, 1992). Las especies 
patagónicas son C. microphylla y C. megacarpa (Tortosa, 1984). 
1.9.4 Condalia microphylla Cav. 
1.9.4.1 Ubicación taxonómica de la especie 
Reino: Plantae 
Subreino: Embryophyta (Cormophyta Endl.) 
División: Anthophyta 
Clase: Eudicotyledonae 
Subclase: Rosidae 
Orden: Rosales 
Familia: Rhamnaceae 
Sinónimos (Catálogo de las Plantas Vasculares de la República Argentina): 
Condalia microphylla Cav. var. lineata, Condalia lineata A. Gray, Condalia lineata 
A. Gray f. erythrocarpa, Condalia lineata A. Gray f. melanocarpa,Condalia lineata 
A. Gray f. xanthocarpa, Ziziphus mirtoides Ortega, nom. illeg. 
1.9.4.2 Descripción de Condalia microphylla  
Es una planta arbustiva nativa de Argentina, conocida vulgarmente como 
piquillín, pimpillín, yuá paraguay. La palabra Piquillín proviene del quichua Piquillay 
que significa: “no te hinques”, “no te pinches”, en alusión a sus espinas. 
Su altura varía desde 0,8 a 2,50 m, con gran cantidad de ramas primarias algo 
tortuosas con entrenudos breves de aproximadamente 1 cm y ramas secundarias 
 97 
espinescentes dispuestas horizontalmente, con entrenudos de 4-6 mm y 
braquiblastos con hojas en cada nudo o incluso con ramas espinescentes terciarias, 
rectas con un máximo de 3 hojas por nudo. Presenta hojas simples, fasciculadas, 
discolores, caducifolias y abovadas o elípticas, reunidas de 3 - 7 por braquiblasto o 
alternas en ramas del año, de 6 (4 - 8 mm) por 2,5 (2 - 4 mm) agudo-apiculadas en 
el ápice, con nervio central muy marcado, sésiles o subsésiles, con una pequeña 
estípula. Hojas coriáceas oliváceas, faveoladas entre las nervaduras de la 
superficie abaxial. Sus flores son pequeñas, hermafroditas, actinomorfas, 
pedunculadas, amarillentas, dispuestas en fascículos de 2 a 5 flores por 
braquiblasto. Con receptáculo cónico, corola ausente, cáliz con 5 sépalos 
triangulares elongados, muy agudos, lisos, reflejos, caedizos, de 1,5 mm de largo. 
Androceo formado por 5 estambres de filamentos cortos, exertos o con filamentos 
del mismo largo que los sépalos. Gineceo con un ovario globoso o ligeramente 
cónico, bilocular, biovulado. El fruto es una drupa elipsoidea, roja (a veces naranja 
o amarilla), de 7 a 9 mm de largo con una semilla en cada lóculo (Tortosa, 1984) 
(Figuras 16 y 17). 
 
Figura 16. Morfología general de C. microphylla, tomado de Tortosa, 1984. 
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Figura 17. Aspecto general de la planta y frutos de Condalia microphylla. (Imágenes 
de Martín Fernández). 
Si bien no existe ninguna especie vegetal cuya distribución coincida estrictamente 
con la extensa región del monte (Roig-Juñent & Flores, 2001), la presencia de 
Condalia microphylla, Larrea divaricata y Monttea aphylla fue utilizada por Morello 
(1958) para determinar el límite entre el Monte y el Espinal (Figura 18). 
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Figura 18: Distribución de Condalia microphylla y otras especies características de 
la Provincia Fitogeográfica del Monte (Roig et al., 2009). 
 
1.9.4.3 Usos populares de la Familia Rhamnaceae y del género Condalia 
Las aplicaciones de las diferentes especies de la familia Rhamnaceae son 
muy variadas, entre ellas se pueden mencionar el uso ornamental, medicinal, para 
leña, o para obtener sustancias útiles para la fabricación de colorantes, taninos para 
el curtido de cueros y madera de calidad (Fernández-Nava et al., 2013). 
Desde tiempos ancestrales, estas especies xerófilas han sido utilizadas como 
comestibles, medicinales, tintóreas, forraje y combustible (Ladio & Lozada, 2009). 
Cabe destacar que algunos arbustos pertenecientes a esta familia han sido 
reconocidos como activos en la fijación de dunas. Esta característica, sumada a las 
actividades medicinales halladas y su valor nutricional, presentan a Ziziphus lotus 
como una especie multipropósito de gran valor para las regiones ecológicas áridas 
(Maraghni et al., 2010). 
De las especies argentinas de Condalia, son aprovechados los frutos del piquillín y 
del mistol (Ziziphus mistol Griseb.), ésta última ha sido una especie reconocida por 
su uso como antitusiva y antigripal (Toledo, 2009).  
i Usos alimenticios 
Los frutos del piquillín son dulces y pueden comerse crudos o fermentados en 
chicha. También pueden cocinarse para hacer arrope o melaza. Son difíciles de 
cosechar debido a las espinas, razón por la cual es considerado producto selecto 
(Covas, 1999). Son ocho las especies de Condalia en el centro y sur de América 
cuyos frutos son comestibles (Rapoport et al., 2009). 
Los frutos pueden constituir un recurso alimenticio de emergencia. Ragonese & 
Martínez-Crovetto (1947) mencionan que "las drupas de C. microphylla Cav. son 
muy apetecidas por los niños, quienes recorren el monte en su busca”. 
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Storni (1937) decía que el fruto gustaba mucho a los niños indígenas y que salvan 
del hambre a gente humilde de los departamentos de Catamarca, en años de 
escasez. Su antiguo uso fue mencionado por Hieronymus (para C. lineata) (1882) 
para la elaboración de arrope y de una clase de aguardiente. "En algunas 
localidades veraniegas de Córdoba es un personaje típico el "piquillinero", 
generalmente un niño, que marcha por las calles voceando el producto, que vende 
en pequeños frascos” (Ragonese & Martínez Crovetto, 1947). 
La utilización de los frutos carnosos de C. microphylla ha sido documentada como 
una estrategia importante entre los ranqueles, techuelches y mapuches del monte 
(Ladio & Lozada, 2009). 
Las pequeñas drupas son consumidas como fruta fresca (refrigerio) y fruta de 
postre pero también es frecuente la elaboración de mermeladas y arrope (Muiño, 
2012). Di Lullo (1944) menciona que en Santiago del Estero se fabrica una bebida 
agradable, para lo cual se machacan los frutos con agua y se ponen a fermentar. 
Por otra parte, C. microphylla es una importancia especie forrajera de la Patagonia. 
Las hojas, pobres en masa verde, se consideran buenas forrajeras. Abiusso (1962) 
estudió su composición química, encontrando buen valor alimenticio en ellas. 
ii Usos farmacológicos 
Lifchitz (2012), Ratera & Ratera (1980) y Domínguez (1928) citan los frutos de 
esta especie como laxantes y normalizadores de las funciones intestinales, sin 
crear hábito (Tellus, 2006). 
Su corteza es astringente y sus frutos poseen propiedades antioxidantes, 
astringentes y laxantes debido a su alto contenido de taninos, flavonoides y 
fitoesteroles (Barboza et al., 2009, Domínguez, 1928). 
En el pasado, las cenizas se aplicaban en las ampollas y llagas producidas por la 
varicela para mitigar el escozor (Muiño, 2011). 
Principios activos 
Barboza et al. (2009) indican que no se ha realizado un screening de los 
principios activos de esta especie. Sin embargo, se ha reportado la presencia de 
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esteroles de tipo campesterol y colesterol, a partir del aceite de semillas. Frontera 
et al. (2000) analizaron extractos de frutos y obtuvieron antocianinas de tipo 
malvidin-3genciobiosido y malvidin 3-glucósido. A partir de extractos de partes 
aéreas, estos mismos autores identificaron esteroles (sitosteroles). 
1.9.4.4 Usos no tradicionales 
i Tinturas 
De las raíces se puede extraer un látex, con el que se tiñe de color morado la 
lana utilizada para fabricar prendas (Hieronymus, 1882; Tortosa & Novara, 1992). 
ii Insecticidas 
A pesar de las diferencias químicas, se ha comprobado que extractos de 
partes aéreas del piquillín presentaron un nivel de actividad insecticida comparable 
a la del conocido regulador del crecimiento de insectos, Gedunin (Céspedes et al., 
2013). 
iii Miel 
El piquillín es una de las especies melíferas de mayor representatividad entre 
las llamadas “mieles de monte” (Gallez, 2006; Forcone, 2003a). Su polen presenta 
altos niveles de proteína bruta (29%) y las características físico-químicas de las 
mieles (humedad, color, conductividad eléctrica, acidez libre, pH, glucosa y 
glucosa/agua) se encuadran dentro de las exigencias del Código Alimentario 
Argentino (CAA) y la International Honey Commission (IHC). 
C. microphylla se presenta en alta frecuencia en el espinal originando abundantes 
mieles monofloras (Andrada & Tellería, 2002; Naab et al., 2001). En sectores del 
monte, ha sido registrada en la categoría de polen secundario y en alta frecuencia 
en el valle de Río Negro (Forcone, 2003b; Tellería & Forcone, 2000) pero no así en 
el valle inferior del Río Chubut, debido al empobrecimiento del monte en su límite 
austral (Forcone et al., 2003; Forcone, 2003a; Forcone & Tellería, 1998).  
La miel producida del piquillín es una de las mieles del monte más oscura (Gallez, 
2006). 
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iv Usos madereros  
La madera del piquillín es dura y pesada. Se usa principalmente como 
combustible, proporcionando leña de buena calidad. A pesar que esta especie ha 
sido talada para leña en forma sistemática y no sustentable, aún no se cuenta con 
datos de su productividad (Coirini & Karlin, 2011). 
Posee además otras utilidades rurales, como la confección de cabos de 
herramientas. La planta entera, cortada y seca es usada para hacer cercos que 
eviten el paso del ganado (junto con otros arbustos espinosos). 
La madera es de buena calidad para muebles, rayos, ruedas y para cabos de 
herramientas, sin embargo, su uso se encuentra muy limitado debido a su hábito 
tortuoso, escaso diámetro y longitud de los tallos (Secretaría de Medio Ambiente, 
Mendoza, 2011). 
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porque es preciso perderse,  
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2 CAPITULO II: PROPAGACIÓN DE LAS ESPECIES 
 
2. 1 PROPAGACIÓN DE Prosopis 
Los Prosopis se reproducen y propagan naturalmente por semilla y 
comúnmente son dispersados por los animales que comen los frutos, luego del paso 
por el tracto digestivo del animal, son escarificados y expulsados al exterior donde, 
si las semillas encuentran un medio adecuado, germinan y se establecen. 
El género Prosopis posee inconvenientes para la reproducción y establecimiento de 
renovales, dependiendo del sitio y de la especie. Según Villagra & Cavagnaro (2000) 
“la predación es un destino importante, quizás el principal, para las semillas de las 
especies de Prosopis. Las evidencias sugieren que no es común que formen bancos 
de semillas permanentes y que la descomposición no es una forma importante de 
pérdida de semillas. La germinación tampoco sería un destino importante, por lo 
que la mayor parte de las semillas producidas no germinan produciendo una 
plántula”.  
En varias oportunidades se ha reportado el aborto de los frutos como una respuesta 
adaptativa en especies de Prosopis distribuidas en América del Sur (Stephenson, 
1981; Udovic & Aker, 1981; Janzen, 1977; 1971). De manera particular, las 
especies patagónicas desarrollan esta respuesta fisiológica ante la sequía (Agüero, 
2009; Pawsey, 1960). Agüero (2009) observó que el 90% de los individuos 
cultivados no alcanzaron la madurez reproductiva durante los primeros cinco años 
de estudio, aún en condiciones de alta disponibilidad hídrica. Así, este autor sugiere 
la posibilidad de acortar el período juvenil si en lugar de propagar las plantas a partir 
de semillas se utilizaran prácticas de multiplicación por medio de estacas. 
La producción de algarrobos en vivero puede ser por semilla, por estacas, acodos 
o micropropagación. Las semillas, por poseer un tegumento duro, deben recibir 
tratamiento pregerminativo antes de estar listas para germinar. 
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2.1.1 Propagación sexual- Germinación de semillas de Prosopis 
Las semillas del género Prosopis presentan un tegumento duro e impermeable 
(D´Aubeterre et al., 2002; Ortega Baes et al., 2002; 2001; Prokopiuk & Chifa, 2000; 
Villagra, 1995; Catalán, 1992; Catalán & Balzarini, 1992). Éste permite la regulación 
temporal y espacial de la germinación en un entorno impredecible y representa 
entonces una ventaja adaptativa en estos ambientes (Villagra, 1995; Catalán & 
Balzarini, 1992; Barton, 1965). Por otra parte, los frutos poseen un mesocarpo 
nutritivo como adaptación a la dispersión endozoica (Campos & Ojeda, 1997; 
Peinitti et al., 1993) que permite la liberación de las semillas de una vaina 
indehiscente (Ortega Baes et al., 2002). La latencia que presenta esta semilla 
obstaculiza una rápida germinación. Entre los factores que impiden su germinación 
se encuentra el endocarpo, considerado una barrera natural que le imprime un 
estado de latencia que evita su germinación hasta por varios años (García et al., 
2000). Varios estudios fueron abordados sobre la interacción entre especies de 
Prosopis y algunos mamíferos y se obtuvieron resultados contradictorios. Algunos 
de ellos concluyeron que el pasaje de estas semillas a través del tracto digestivo 
no representa el principal mecanismo de escarificación debido a los daños 
producidos o la permanencia de éstas en el interior del endocarpo (Ortega Baes et 
al., 2002; Campos & Ojeda, 1997). De acuerdo a Campos & Velez (2015), la 
endozoocoria tiene costos sobre la viabilidad y la capacidad germinativa de las 
semillas. Por otra parte, otros autores sugieren que la escarificación biológica actúa 
como mecanismo efectivo de dispersión y de escarificación de las semillas en otras 
leguminosas y en P. alpataco (Vega Riveros, 2009; Varela & Bucher, 2006). 
Algunos autores coinciden con que el paso de semillas de Prosopis a través del 
tracto digestivo de ciertos animales mantiene su viabilidad, aunque no las libera de 
la dormancia (Campos & Ojeda, 1997; Peinetti et al., 1993; 1992; Eilberg, 1973). 
La presencia del tegumento duro conduce a la utilización de diversas estrategias 
de escarificación (métodos que hacen posible eliminar esta barrera natural de la 
semilla e inducir su germinación). Se han reportado diversas metodologías de 
escarificación mecánica, química y tratamientos con agua caliente (Tabla 3). Sin 
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embargo, los resultados obtenidos difieren según la especie y el tratamiento 
aplicado (Vega Riveros, 2009; Ortega Baes et al., 2002; Vilela & Ravetta, 2001; 
Villagra, 1998; 1995; Ffoliot & Tames, 1983).  
Como se mencionó antes, la información disponible sobre P. alpataco es escasa, 
por lo que las condiciones de germinación de sus semillas aún no han sido 
ajustadas. 
Tabla 3. Tratamientos pregerminativos y resultados obtenidos en distintas especies 
de Prosopis.  
Especie Referencia Evaluación Resultados Obtenidos 
P. juliflora 
  
  
Miranda et 
al., 2011 
Germinaciones con 
diferentes tratamientos 
de escarificación 
La escarificación química promueve la 
germinación más que la escarificación 
mecánica, aunque ambas aumentaron los 
porcentajes de germinación. 
P. juliflora 
P. laevigata  
P. tamarugo 
  
D`Aubeterre 
et al., 2002 
Efecto de diferentes 
tratamientos de 
escarificación sobre la 
germinación 
Si bien cada especie aumentó los porcentajes 
de germinación con diferentes pre-
tratamientos, la inmersión en agua caliente y 
el H2SO4 arrojaron los mejores resultados.  
P. ferox 
  
Ortega Baes 
et al., 2002 
Efecto de la 
escarificación química, 
biológica y mecánica 
Porcentajes de germinación próximos al 100% 
fueron obtenidos con H2SO4 y escarificación 
mecánica con papel de lija. Bajos resultados 
se obtuvieron con escarificación biológica. 
  
P. caldenia 
  
  
Villalobos et 
al., 2002 
Efecto de altas 
temperaturas sobre la 
germinación 
Las altas temperaturas (50 ºC, 100 ºC y 200 
ºC) aplicados durante unos minutos en 
semillas libres, con mesocarpo y en vainas 
enteras puede romper la latencia. El 
porcentaje de germinación de las semillas 
aisladas expuestas a fuego controlado fue 
ligeramente mayor que el control.  
P. laevigata 
  
  
Juárez 
Argumedo 
et al.,  2001 
Evaluación de diferentes 
métodos de 
escarificación sobre la 
eficiencia de la 
germinación 
Se probó escarificación química e hídrica a 
diferentes temperaturas. La escarificación 
hídrica a temperaturas de 75 - 80 °C resultó 
dar los mayores coeficientes de germinación. 
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 P. velutina 
P. 
pubescens 
P. chilensis 
P. alba 
P. flexuosa 
  
  
Vilela & 
Ravetta,  
2001 
Efecto de diferentes 
métodos de 
escarificación y tipos   
de sustratos 
La escarificación térmica no promueve la 
germinación en especies de Norte América y 
la química arroja porcentajes de germinación 
más bajos sólo en P. chilensis. 
Los parámetros de crecimiento de las 
plántulas evaluados arrojaron mejores 
resultados cuando las semillas fueron 
germinadas en sustrato de vivero. 
P. flexuosa Campos & 
Ojeda, 1997 
Escarificación biológica La escarificación biológica aumentó los 
porcentajes de germinación. 
P. argentina  
P. alpataco 
  
Villagra & 
Juñent, 
1997 
Germinación bajo 
condiciones salinas 
Un aumento de la salinidad resulta en 
detrimento de la germinación, que se vio más 
afectada con un aumento de la temperatura 
(25 a 35 ºC). 
P. flexuosa 
P. chilensis 
Cony & 
Trione, 
1996 
Efecto de la temperatura 
sobre la germinación 
Existe una gran variabilidad inter-específica 
sobre la temperatura óptima de germinación 
P. cineraria 
  
Manga & 
Sen,  1995 
Influencia de diversos 
rasgos de las semillas 
en el porcentaje de 
germinación 
El tamaño y peso de las semillas mejora 
significativamente los porcentajes de 
germinación obtenidos 
P. argentina 
P. alpataco 
  
Villagra, 
1995 
Efecto de la temperatura 
sobre la germinación 
Temperatura óptima de germinación= 35 ºC. 
100% de germinación, a los 2 días 
P. caldenia 
  
  
Peinetti et 
al., 1993 
Evaluación de los 
efectos de la ingestión 
por ganado sobre la 
viabilidad y la tasa de 
germinación de caldén. 
Las semillas provenientes de escarificación 
biológica fueron viables pero no rompieron la 
dormancia. 
P. juliflora 
  
  
Bastos et 
al., 1992 
Ruptura de la dormancia La escarificación con H2SO4 resultó más 
eficiente respecto de la escarificación 
mecánica, aunque evidenció signos de 
toxicidad sobre el embrión. 
P. chilensis, 
P. flexuosa, 
P. nigra, 
P. alba, 
P. caldenia  
P. affinis 
Catalán & 
Balzarini, 
1992 
Germinación en 
condiciones de 
laboratorio 
La escarificación mecánica resultó adecuada, 
aunque presenta la desventaja del trabajo y 
tiempo requerido, por lo que sugieren el uso 
de H2SO4 como método alternativo. 
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P. juliflora 
  
  
  
Souza et al., 
1983 
Costos y beneficios de 
la escarificación química 
(HCl, H2SO4), mecánica 
y biológica 
Los tratamientos manuales resultan 
adecuados, el agua caliente perjudica la 
viabilidad de las semillas. Los ácidos 
aumentaron el porcentaje de germinación, 
pero también los costos  
P. farcta 
  
  
Arce & 
Balboa, 
1988 
Evaluación de diferentes 
métodos de 
escarificación sobre la 
eficiencia de la 
germinación 
La escarificación mecánica arrojó mejores 
resultados que la química. En todos los 
tratamientos utilizados (H2SO4, HCl, CaSO4, 
HNO3, NaCl, K2SO4, NaOH y CaCl2) el 
porcentaje máximo de germinación se obtuvo 
con H2SO4 durante 10 min. 
Referencias. HCl: Ácido Clorhídrico; H2SO4: Ácido Sulfúrico; CaSO4: Sulfato de 
Calcio, HNO3: Ácido Nítrico, NaCl: Cloruro de Sodio, K2SO4: Sulfato de Potasio; 
NaOH: Hidróxido de Sodio; CaCl2: Cloruro de Calcio. 
 
 
2.1.2 Propagación asexual o vegetativa de Prosopis  
La propagación vegetativa de las especies del género Prosopis es de gran 
interés para poder avanzar en su domesticación, mejoramiento, propagación y 
conservación. La propagación clonal posibilita obtener un gran número de 
individuos en corto plazo, acelerar el crecimiento y desarrollo de especies leñosas 
y multiplicar genotipos seleccionados, por ejemplo, para tolerancia a estrés.  
La macro y micropropagación de algunas especies del género Prosopis ya ha sido 
reportada. Sin embargo, aún no están optimizados los protocolos de propagación 
vegetativa de P. alpataco. 
2.1.2.1 Macropropagación 
La capacidad de enraizamiento de las estacas de algarrobo es muy variable. 
Existen especies con tasas superiores a 80% como en P. juliflora (Wojtusik et al., 
1994) y P. glandulosa. Sin embargo, otras como P. cineraria y P. tamarugo 
produjeron un 10% de enraizamiento (De Souza, 1993; Harris, 1992) mientras que 
se reportaron tasas de entre 30% y 80% en P. alba (Oberschelp & Marcó, 2010; 
Klass et al., 1987).  
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Si bien Agüero (2009) no evaluó la tasa de enraizamiento en P. alpataco, informó 
que la primavera es el momento óptimo para la obtención exitosa de estacas de 
esta especie. Este autor sugiere que el periodo óptimo para el corte de las estacas 
es a principios de primavera (septiembre-octubre), previo al rebrote foliar y a la 
emergencia de los primordios florares, momento del año en que la rama posee la 
máxima concentración de hidratos de carbono de reserva. 
2.1.2.2 Micropropagación  
Las técnicas de cultivo de tejidos in vitro, con su alta tasa de multiplicación, 
constituyen una buena alternativa para la propagación asexual de especies leñosas 
(Park, 2002). Los primeros trabajos sobre propagación in vitro del género Prosopis 
fueron realizados utilizando plantas jóvenes de P. tamarugo y P. chilensis (Jordan, 
1987; Jordan & Balboa, 1985), P. alba (Castillo de Meier & Bovo, 2000; Tabone et 
al., 1986; Jordan et al., 1985), P. juliflora (Nandwani & Ramawat, 1991), P. cineraria 
(Shekhawat et al., 1993; Goyal & Arya, 1984) y P. limensis (Minchala-Patiño, 2014), 
entre otros (Tabla 4). P. cineraria ha sido también propagado a partir de segmentos 
de hipocótilos (Goyal & Arya, 1981) y P. glandulosa var. torreyana (Rubluo et al., 
2002) y P. laevigata (Buendía-González et al., 2007) a partir de nudos 
cotiledonares. Finalmente, sólo se ha reportado un protocolo de embriogénesis 
somática para el género. Buendía-González et al. (2012) informaron la 
embriogénesis somática de P. laevigata a partir de ejes embrionales inmaduros. 
Respecto de P. alpataco, no existen hasta el momento reportes del ajuste de 
protocolos de cultivo in vitro vía organogénesis o embriogénesis somática. 
 
Tabla 4. Antecedentes de CTV del género Prosopis. 
Especie  Referencia Explante y medio 
basal de cultivo 
utilizado 
Resultados 
P. laevigata Buendía- 
González et al.,  
2012 
Embriones cigóticos 
inmaduros. 
MS 
Inducción de embriogénesis con BA (1,5 mg/l) 
y 2,4-D (0,47 mg/l) o TDZ (0,95 - 1,9 mg/l) y 
AIA (0,3 mg/l). Los callos embriogénicos 
fueron cultivados sin PGR, con PEG (3,75% 
p/v). Se logró 50% de conversión y un 90% de 
aclimatación. 
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P. cineraria Kumar & Singh,  
2009 
Segmentos nodales 
de plantas  adultas 
MS 
Se obtuvieron brotes en medio con citocininas 
o auxinas. La mejor combinación resultó BAP 
(5 mg/l) y AIA (1 mg/l). Enraizamiento en ½ 
MS + IBA (3 - 5 mg/l). 
P. laevigata Buendía- 
González et al.,  
2007 
Explantes juveniles 
MS 
El mayor número de brotes en medio se 
obtuvo con 2,4-D (2mg/l) + BA (1,5 mg/l). En 
presencia de C*. Los brotes regenerados 
enraizaron en ANA (3 mg/l) y vermiculita. 
P. caldenia Verdes, 2007 Segmentos nodales 
de plantas no 
lignificadas. 
MS, BTM y WPM 
Presentó un protocolo de desinfección, 
brotación, enraizamiento y aclimatación. La 
mejor respuesta in vitro se logró con BTM + 
KIN (0,1 mg/l) + IBA (10 mg/l). 
P. chilensis Caro et al.,  
2002 
Segmentos nodales 
de plantas adultas 
MS y BTM 
Medio de cultivo BTM+IBA (3 mg/l) promovió 
la obtención de brotes y raíces. El uso de ANA 
indujo callogénesis. 
P. limensis Minchala-
Patiño et al., 
2002. 
Ápices caulinares y 
segmentos nodales 
MS 
Se logró la organogénesis directa, los brotes 
se obtuvieron con KIN (0,2 mg/l) + Sullfato de 
Adenina (25 mg/l) y el enraizamiento con IBA 
(1 mg/l). Se obtuvo baja brotación. Los brotes 
presentaron buen número de entrenudos. 
P. 
glandulosa 
Rubluo et al.,  
2002 
Cotiledones con 
hipocótilo 
MS 
Se logró la organogénesis directa. Mayor 
número de explantes con brotes en ANA (0.1 
mg/l) y de brotes/explante con KIN (0,05 mg/l). 
P. alba Castillo de 
Meier & Bovo, 
2000. 
Secciones 
uninodales  de 
plántulas, plantas 
jóvenes y adultas 
MS 
Callos con brotes se desarrollaron en 2,4-D 
(0,1 mg/l) o BAP (0,1 mg/l). El 70% de los 
brotes elongaron. Cuando se trabajó con 
material adulto la respuesta fue menor. El 
enraizamiento se realizó con puente de papel 
de filtro embebido en líquido IBA (0,5 mg/l) o 
ANA (0,1 mg/l). 
P. cineraria Shekhawat et 
al., 1993 
Material adulto 
MS, ½ MS, White´s 
Heller´s, B5, WPM y 
BTM 
Los mejores explantes para la inducción de 
brotes fueron segmentos nodales, con AIA 
(0,1 mg/l), BAP (2,5 mg/l) y KIN (5 mg/l). El 
mayor enraizamiento se obtuvo con IBA (100 
mg/l). 
P. 
tamarugo 
Nandwani  & 
Ramawat, 1992 
Explantes juveniles 
MS 
Se obtuvo la mayor producción de brotes a 
partir del eje embrionario, con BAP (5 mg/l). 
Los brotes elongaron a menores 
concentraciones de BAP. Los explantes 
apicales produjeron mayor número de brotes. 
Altas concentraciones de citocininas 
generaron callos no embriogénicos. 
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P. cineraria Arya & 
Shekhawat, 
1986 
Meristemas 
MS 
Se obtuvo brotación con AIA (3 mg/l) y 
enraizamiento con ANA (2 - 4 mg/l). Mayores 
concentraciones de ANA produjeron callos. 
P. cineraria Rawat et al.,  
1982-1983 
Hipocótilos 
MS 
La mejor combinación para inducir brotes fue 
AIA (3 mg/l) y KIN (0,05 mg/l). 
Concentraciones menores de ANA produjo 
raíz y mayores concentraciones, callo. 
Referencias. MS: Murashige & Skoog (1962); ½ MS: Murashige & Skoog a la mitad 
de la concentración original; BTM: Broadleaved Tree Medium (Chalupa, 1983); 
WPM: Woody Plant Medium (Lloyd & McCown, 1980); B5 (Gamborg et al., 1968); 
ANA: Ácido naftalen-acético; AIA: Ácido Indol-3-acético; IBA: Ácido Indol-3-butírico; 
2,4D: Ácido 2,4-diclorofenoxiacético; BA: Benciladenina; BAP: Bencilaminopurina; 
KIN: kinetina, TDZ: tidiazuron; PEG: polietilenglicol; C*: carbón activado. 
2.2. PROPAGACION DE Condalia Y OTRAS RHAMNACEAE 
2.2.1 Propagación sexual 
En la actualidad, existe un déficit de trabajos experimentales que aborden la 
germinación, dormancia y establecimiento de plántulas de Condalia microphylla. 
Sin embargo, se encuentran reportes en otros géneros reconocidos de la familia 
Rhamnaceae, cuyos frutos y semillas son morfológicamente similares a las de C. 
microphylla, como Ziziphus mistol Griseb. “mistol”, Ziziphus lotus (L.) Lam., Ziziphus 
jujuba Mill. “jujube” y Ziziphus mauritiana Lamk. “ciruela india” (Maraghni et al., 
2010; Araoz & del Longo, 2006; Varela & Bucher, 2006; Grice, 1996).  
La Tabla 5 presenta un resumen de los resultados obtenidos en el estudio del 
proceso germinativo en diferentes especies de Ziziphus. Se sabe que la 
germinación de las semillas de este género se ve afectada por el porcentaje inicial 
de semillas viables, el tiempo de recolección y las condiciones de almacenamiento 
de las semillas, las condiciones ambientales y los tratamientos aplicados para 
romper la dormancia (Azam-Ali et al., 2006; Pareek, 2001). Por otra parte, en base 
a las líneas filogenéticas de semillas de angiospermas, Finch-Savage & Leubner-
Metzger (2006) señalaron que las semillas de la familia Rhamnaceae no presentan 
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dormancia. En este sentido, Baskin & Baskin (1998) reportaron que la dormancia 
física y fisiológica resulta efectiva en arbustos de regiones áridas pero unas pocas 
especies de Ziziphus no presentan semillas con dormancia. Sin embargo, en estas 
semillas la abrasión ocurre naturalmente luego de la acción del fuego, el viento, el 
agua, los microorganismos y las fluctuaciones de temperatura (Maraghni et al., 
2010). Así, la ruptura de la dormancia física impuesta por el endocarpo en estas 
especies se produce por escarificación mecánica o biológica (Pareek, 2001), 
aunque no siempre el paso de las semillas por el tracto digestivo de los animales 
mantiene la viabilidad de las mismas.  
Tabla 5. Tratamientos pre-germinativos y resultados de germinación obtenidos en 
distintas especies de Ziziphus (Rhamnaceae). 
Especie Referencia Objetivo Resultados 
Z. lotus Maraghni et 
al., 2010 
Evaluación de la influencia 
que ejercen los factores 
ambientales sobre los 
patrones de germinación 
(temperatura, potencial 
osmótico, profundidad de 
las semillas). 
100% de germinación a los 20 días de 
ensayo. La temperatura óptima fue 35 ºC. 
Las semillas fueron viables entre 15 - 45 °C, 
en oscuridad.  
Se observó que a medida que aumenta 
estrés hídrico, disminuye el porcentaje de 
germinación y se retrasa el inicio del 
proceso germinativo. A pesar que las 
semillas germinan en las diferentes 
profundidades, la emergencia de las 
plántulas disminuye con la profundidad. 
Z. mistol Del Longo & 
Aráoz,  
2009 
Determinación del 
momento adecuado de 
conteo de la germinación 
El día 12 después de la siembra es el 
tiempo apropiado para un recuento final, 
esto es cuando la curva de la germinación 
se estabiliza. El primer conteo debe 
llevarse a cabo en días 8, tiempo en el que 
se obtiene el número máximo de plántulas 
normales en un período de 24 hs y se 
consigue el 66% de la germinación final. 
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Z. mistol Aráoz & Del 
Longo, 2006 
Tratamientos 
pregerminativos para 
romper la dormición física 
impuesta por el 
endocarpo. 
La remoción completa de endocarpos, el 
desgaste manual de la zona basal y la 
escarificación con H2SO4 durante 6-8 hs 
rompieron la dormancia, e incrementaron 
tanto el porcentaje como la velocidad de 
germinación, mientras que la escarificación 
húmeda no produjo efectos sobre la 
germinación. Los ensayos se realizaron a 
25 ºC y fotoperiodo 16 hs luz/8 oscuridad. 
Z. mistol Aráoz, 2005 Evaluación de la 
germinación en relación al 
peso y tamaño del fruto-
semilla. 
Se determinó una correlación paramétrica 
del peso y tamaño de la drupa, endocarpo 
y de la semilla con la germinación y el vigor. 
La viabilidad se mantiene constante luego 
de 21 meses de almacenamiento, a 4 ºC y 
a temperatura ambiente. 
Z. mistol Aráoz et al., 
2004. 
Efecto de la luz y la 
temperatura sobre la 
germinación. 
Se determinó el intervalo de temperaturas 
óptimas de germinación comprendido entre 
25 y 35 ºC. Las temperaturas cardinales 
extremas de germinación fueron 15 y 40 ºC.  
A 40 ºC se observó un 82% de semillas 
germinadas pero sólo el 12% produjo 
plántulas normales. 
Referencias. HCl: Ácido Clorhídrico; H2SO4: Ácido Sulfúrico 
Varios autores coinciden con la necesidad de escarificar las semillas de Ziziphus 
para que se produzca la germinación (Del Longo & Aráoz, 2009; Zietsman & Botha, 
1987; Speer & Wright, 1981). En este sentido, Aráoz (2006) determinó que la 
dormición física impuesta por el endocarpo de semillas de Z. mistol, es provocada 
por tejidos que cubren y taponan los poros germinativos presentes en la zona basal. 
Dichos tejidos son una excrecencia blanquecina de origen placentario constituida 
por tejido esclerenquimático y el funículo del óvulo, formado por tejido 
parenquimático y haces vasculares. Cabe destacar que los endocarpos de C. 
microphylla presentan en la zona basal externa los mismos tejidos descriptos 
anteriormente para Z. mistol, los cuales también cubren los poros germinativos 
(Figura 19). Por otro lado, Aráoz (2006) determinó que al eliminar esta barrera física, 
la entrada de agua al endocarpo se realiza por los poros y penetra a los lóculos o a 
través de los haces vasculares.  
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Figura 19. Morfología del endocarpo de C. microphylla. a) endocarpo con los tejidos 
de la región basal que cubren los poros germinativos; b y c) endocarpos sin tejido 
basal, con los poros germinativos expuestos. 
Olmez et al. (2007) obtuvieron la mayor tasa de germinación (14,1%) luego de que 
las semillas sin el endocarpo de Z. jujuba fueran estratificadas a 5 ºC durante 20 
días. 
Respecto de la viabilidad de las semillas de Ziziphus, se ha reportado que ésta varía 
según el paso del tiempo, la permanencia de los frutos en el suelo o en pie y el 
grado de maduración de los mismos (Srimathi et al., 2002; Danthu et al., 1993). 
En cuanto al requerimiento de temperatura y de luz para que se produzca la 
germinación, los resultados han sido muy variables según la especie considerada y 
se sabe que ello está influenciado por el material parental y por los efectos que 
ejercen los factores ambientales sobre éstos. En algunos casos, se han obtenido 
buenos resultados cuando las semillas fueron sometidas a dos temperaturas 
diferentes (Saied et al., 2008; Griffiths & Lawes, 2006; Hassen et al., 2005; Danthu 
et al., 1993; Speer & Wright, 1981). Por otra parte, Hussain et al. (1993) indicaron 
que las semillas Ziziphus nummularia germinan en oscuridad, mientras que otros 
autores han demostrado que se requiere un al menos un impulso lumínico para 
promover la germinación en otras especies de Ziziphus (Del Longo & Aráoz, 2009; 
Saied et al., 2008; Griffiths & Lawes, 2006; Hassen et al., 2005; Speer & Wright, 
1981).  
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2.2.2 Germinación de Condalia microphylla 
El único antecedente de propagación de Condalia encontrado es el trabajo 
publicado por Peláez et al., en 1996. Estos autores indicaron que la germinación de 
las semillas de C. microphylla es inhibida por la presencia del endocarpo y que esta 
dormancia es eliminada cuando las semillas son previamente escarificadas. Los 
porcentajes de germinación de semillas con endocarpo resultaron muy bajos o 
incluso nulos. Los tratamientos de escarificación ensayados en el trabajo de Peláez 
et al. (1996) fueron: inmersión en agua a 100 ºC seguido de agua fría, periodos de 
frío alternados con temperatura ambiente y H2SO4 concentrado. Los resultados 
indicaron que sólo la inmersión durante 1 h en H2SO4 resultó exitosa. Por otra parte, 
se realizaron pruebas de germinación en diferentes condiciones de luz/oscuridad. 
Estos autores observaron que el proceso germinativo se inicia antes (luego de las 
72 hs de iniciado el ensayo) cuando las semillas fueron incubadas en condiciones 
de luz, mientras que en oscuridad las primeras semillas germinadas aparecen cerca 
del finalizar el ensayo (30 días). Finalmente, de la evaluación de supervivencia de 
plántulas a partir de semillas sembradas en condiciones de campo, éstos autores 
concluyeron que aproximadamente el 15% de las plantas obtenidas alcanzan la 
madurez reproductiva, siendo el estrés hídrico uno de los principales factores 
responsables de esta pérdida. 
Cabe destacar que en cuanto a la germinación de Z. lotus, se ha demostrado que 
sólo se obtuvieron porcentajes elevados en las semillas sin fruto. Los ensayos en 
los que el endocarpo no fue eliminado, ni la escarificación, ni la estratificación fría 
en húmedo y en seco, ni los ensayos en distintos sustratos dieron resultados 
elevados de germinación. Esto confirma que existe un gran impedimento físico 
impuesto por el endocarpo que contiene las semillas (Conesa Noguera, 2006). 
2.2.3 Propagación asexual 
2.2.3.1 Macropropagación 
No se hallaron trabajos tendientes a lograr la macropropagación de C. 
microphylla. Sin embargo, existen algunos reportes para diferentes especies de 
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Ziziphus. Conesa Noguera (2006) investigó la influencia de diversos factores que 
afectan la propagación antes y después de la obtención de los esquejes en Z. lotus.  
Se evaluó la capacidad de enraizamiento de los esquejes según su posición en la 
planta, y las posibilidades de modificación de dicha capacidad mediante la 
aplicación exógena de auxinas (ácido indolbutírico). Los resultados obtenidos no 
mostraron enraizamiento alguno, por lo que la aplicación de auxinas no fue efectiva. 
Por otra parte, Assareh & Sardabi (2005) reportó el enraizamiento exitoso de 
estacas (23%) de 22 - 25 cm de longitud y 16 mm de diámetro, en parcelas con 
arena como sustrato. 
2.2.3.2 Micropropagación 
No se han encontrado antecedentes publicados sobre la micropropagación de 
C. microphylla. Por otro lado, el número de trabajos publicados sobre la 
micropropagación de Ziziphus es escaso (Ahmadi et al., 2013). Sin embargo, gran 
parte de los trabajos se han centrado en Z. spina-christi (Tabla 6) debido a que esta 
especie posee importancia ecológica (gran tolerancia a estrés por sequía y 
salinidad) y económica (todas las partes de esta planta son utilizadas en medicina 
popular para el tratamiento de diferentes enfermedades) (Motamedi et al., 2009; 
Assareh & Sardabi, 2005). 
Tabla 6. Antecedentes de CTV del género Ziziphus. 
Especie  Referencia Tipo de explante y 
Medio basal de 
cultivo 
Resultados 
Z.  
spina-christi 
Ahmadi et 
al., 2013 
Secciones nodales de 
plántulas in vitro. 
MS 
Obtuvieron organogénesis indirecta. El TDZ (1 
mg/l) y 2,4D (0,5 mg/l) fueron superiores en la 
inducción de callo. BAP (1 mg/l) para inducción 
de brotes. Las malformaciones halladas en los 
brotes fueron eliminadas con la adición de KIN 
(5 mg/l). El enraizamiento se logró con IBA (1 
mg/l). 
 Z.  
spina-christi 
Al-
Sulaiman, 
& Barakat,  
2010. 
Segmentos nodales. 
Material juvenil maduro. 
MS 
Obtuvieron organogénesis directa. 2iP y BA en 
bajas concentraciones arrojaron mayor 
formación de brotes laterales. La mejor 
respuesta en el crecimiento de los brotes fue sin 
2iP, pero el mayor número de brotes laterales se 
obtuvo con 2iP (5 mg/l). La mayor tasa de 
enraizamiento se obtuvo con IBA (1 mg/l).  
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Z.  
spina-christi 
Feng et al., 
2010 
Explantes juveniles. 
WPM y MS 
Lograron una frecuencia de regeneración de 
brotes de 82,25%, en WPM adicionado con TDZ 
(0,47 mg/l) y ANA (0,22 mg/l) y Nitrato de Plata 
(0,61 mg/l). Un aumento de sacarosa (40 g/l) 
redujo hiperhidricidad. El enraizamiento de 
brotes (95,56%) se realizó en ½ MS con ANA 
(0,54 mg/l). 
Z.  
spina-christi Assareh & 
Sardabi 
2005. 
Segmentos nodales 
con yemas axilares de 
árboles maduros.  Los 
medios analizados 
fueron: MS, C2D WPM, 
DKW y DKW-G 
La regeneración de brotes se logró con  DKW-
G, sin PGR y suplementado con 25 mg/l de 
sulfato de adenina, 30 g/l de sacarosa, 50 mg/l 
de ácido ascórbico, 25 g/l de ácido cítrico y 1,0 
g/l de C*. La proliferación de brotes se logró en 
MS y el enraizamiento en medio líquido White 
adicionado con IBA y C*. 
Z.  
spina-christi 
Sudhersan 
& Hussain, 
2003. 
Yemas apicales de 
plantas maduras, con 
frutos. 
MS 
Se ensayaron diferentes combinaciones y 
concentraciones de PGR. La mejor respuesta se 
obtuvo en medio sin PGR (número de brotes, 
elongación y ausencia de callo). Con PGR se 
obtuvo un callo basal. El 30% de los brotes 
obtenidos enraizaron con IBA (10 mg/l). 
Z. 
mauritiana 
Sudhersan 
et al., 2001 
Yemas apicales y 
segmentos nodales. 
MS 
  
Todos los explantes cultivados sin PGR y con 
BA (0,01 - 0,1 mg/l) produjeron un callo en la 
zona de corte. 30% de los brotes obtenidos y 
elongados enraizaron exitosamente en medio 
suplementado con IBA (10 mg/l). Todas las 
plantas obtenidas sobrevivieron a la 
aclimatación.   
Z. 
mauritiana 
Fougat et 
al., 1997 
Segmentos nodales 
con yemas axilares y 
hojas. 
El mejor medio de cultivo para la proliferación 
de brotes resultó MS suplementado con ANA 
(0,025 mg/l) y BA (1,0 mg/l). 
Z. jujuba Mitrofanova 
et al., 1997 
Material juvenil, en 
medio de MS 
Indujeron la embriogénesis directa (90%) con 
2,4D (5 mg/l), en oscuridad. La regeneración de 
las plántulas obtenidas se realizó en medio de 
Pierik, sin PGR. 
Referencias. PGR: reguladores de crecimiento; 2iP: Isopenteniladenina; TDZ: 
tidiazuron; Medios de cultivo: C2D (Chee & Pool, 1987), WPM (Lloyd & McCown, 
1980), DKW y DKW-G (Driver & Kuniyuki, 1948), C*: Carbón activado  
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2.3 OBJETIVOS 
Los objetivos específicos de este capítulo fueron: 
 Optimizar protocolos de germinación de Prosopis alpataco y Condalia 
microphylla. 
 Ajustar las condiciones del cultivo de tejidos in vitro de explantes de Prosopis 
alpataco. 
 
2.4 MATERIALES Y MÉTODOS 
2.4.1 Germinación 
2.4.1.1 Recolección de semillas 
Las colectas de frutos y semillas se realizaron en la Provincia Fitogeográfica 
del Monte, en la región Oriental de la provincia de Río Negro (Distrito de Adolfo 
Alsina), denominada Monte de Transición (Figura 20).  
 
Figura 20. Ubicación geográfica de los sitios de muestreo. Imágenes satelitales 
(Google Earth). 
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Se seleccionaron los siguientes sitios de muestreo (Tabla 7): 
 
Tabla 7. Sitios de recolección de frutos y semillas de P. alpataco y C. microphylla. 
Sitios de 
muestreo 
Especie Características del sitio de muestreo 
Sitio 1: 
Establecimiento 
privado. Ruta 
Provincial Nº51 
(Figuras 2 y 3a) 
C. microphylla Establecimiento agropecuario con escasa actividad 
ganadera ovina. Suelo con de pH 8,06 y 1,51% de 
materia orgánica. Predomina C. microphylla, 
acompañada de Larrea divaricata (jarilla), Lycium 
chilense (yaoyín), Schinus sp (molle), Grindelia sp 
(botón de oro), Senna aphylla (pichana), Acantholippia 
seriphioides (tomillo), Chuquiraga avellanedae 
(quilimbai), Prosopidastrum sp, entre otras.  
Sirio 2: 
Ruta Provincial Nº 
1 (La Lobería - 
Bahía Creek) 
(Figuras 2 y 3b). 
P. alpataco y  
C. microphylla 
  
Área de muestreo próxima al mar. Si bien el suelo no 
posee altos niveles de salinidad, las plantas se 
encuentran expuestas al aire salino del mar, en 
general de porte muy achaparrado.  Suelo de pH 7,91 
y con 0,96% de materia orgánica. Entre las especies 
presentes se encuentran: Opuntia sp (tuna), P. 
alpataco, Grindelia sp, Ephedra sp, Senecio sp y, 
menos representada, C. microphylla. 
Sitio 3: 
Ruta Provincial 
Nº1,   en 
cercanías de 
Bahía Creek. 
(Figuras 2 y 3c) 
P. alpataco y  
C. microphylla 
Esta área es de gran importancia ya que está habitada 
por comunidades mapuches y se encuentra en 
creciente desertificación y avance dunícola. El pH y 
materia orgánica presente en estos suelos son 
similares a los del sitio 2. La vegetación que se 
encuentra entre grandes extensiones de dunas son: P. 
alpataco, Hyalis argentea (olivillo), Senecio sp, 
Grindelia sp C. microphylla se encuentra en sectores 
más alejados de las dunas 
Sitio 4:  
Ruta Nacional Nº 
3 (hacia Puerto 
San Antonio 
Oeste). 
P. alpataco y  
C. microphylla 
Área de muestreo próxima a la Ruta Nacional Nº3. Se 
encuentran sectores de monte de chañares entre 
sectores de: P. alpataco, C. microhylla, Larrea 
divaricata, Prosopidastrum sp, Schinus sp, Lycium 
chilense, Chuquiraga, Schinus sp, Capparis 
atamisquea, entre otras. 
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Figura 21. Imagen satelital con la ubicación geográfica de los cuatro sitios de 
muestreo seleccionados en la Provincia de Río Negro; Fuente: Google Earth. 
 
 
Figura 22. Imagen satelital del sitio de muestreo 1; establecimiento agropecuario 
sobre Ruta Provincial Nº 51; Fuente: Google Earth. 
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Figura 23. Imagen satelital del sitio de muestreo 2, Ruta Provincial Nº 1 (camino 
entre La Lobería y Bahía Creek); Fuente: Google Earth. 
 
 
Figura 24. Imagen satelital del sitio de muestreo 3; Ruta Provincial Nº 1, en 
cercanías de B. Creek; Fuente: Google Earth. 
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Figura 25. Imagen satelital del sitio de muestreo 4; Ruta Nacional Nº3, Km 1030; 
Fuente: Google Earth. 
2.4.1.2 Plantas Madres 
Se marcaron 8 individuos de P. alpataco y de C. microphylla como plantas de 
referencia, en cada sitio de muestreo. Estas plantas fueron herborizadas para su 
determinación sistemática y se recabó información asociada (tipo de suelo, 
ubicación geográfica, ambiente) (Tabla 7). 
Las plantas madres se seleccionaron como fuente de semillas, según los siguientes 
criterios: edad, estado fisiológico, buen porte, aspecto vigoroso y óptimo estado 
sanitario. En todos los casos, las colectas se realizaron de al menos 20 individuos 
tomados al azar, en cada sitio de muestreo. 
2.4.1.3 Cosecha de las semillas 
Prosopis alpataco presenta la particularidad de que sus frutos persisten mucho 
tiempo en la planta y se momifican a la madurez (Palacios & Brizuela, 2005; Roig, 
1993; 1987; Burkart, 1976). Esto permitió recolectar las vainas enteras entre los 
meses de enero y principios de abril de 2011, 2012, 2013, 2014 y 2015.  
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Debido a que las plantas madres de P. alpataco seleccionadas en la primera colecta 
no volvieron a fructificar en los años subsiguientes, cada colecta se realizó en un 
nuevo sitio de muestreo, donde nuevos ejemplares fueron debidamente marcados 
y registrados. Este fenómeno de alternancia en la producción de frutos ha sido 
reportado para P. chilensis en Argentina (Galera, 2000).  
Respecto de Condalia microphylla, la cosecha de frutos enteros se realizó en 
mediados de febrero y durante el mes de marzo de 2011, 2012, 2013, 2014 y 2015. 
2.4.1.4 Determinación de la fecha de recolección idónea 
Se determinaron los períodos de las diferentes fenofases y se estableció el 
calendario correcto de cosecha para ambas especies.  
2.4.1.5 Modalidad de cosecha 
Como se mencionó anteriormente, P. alpataco presenta banco de semillas 
aéreos (Vega Riveros, 2009). Por ello, se colectaron semillas en forma manual o 
directa. Este tipo de cosecha permite la selección de arbustos por forma y calidad 
de semilla, y aumenta el poder germinativo del material colectado (Martínez & 
Schinelli, 2009).  
La colecta de las drupas de C. microphylla consistió en la separación manual y a 
través del vareo, que consiste en la caída de frutos sobre una manta ubicada debajo 
del arbusto, luego de sacudir o golpear las ramas. 
2.4.1.6 Procesamiento y manejo de las semillas 
En el Laboratorio de Tecnología, Alimentos y Biotecnología de la UNRN, las 
drupas enteras de C. microphylla se despulparon en forma manual y se obtuvieron 
los endocarpos. La Figura 26 muestra la drupa completa y sus principales partes 
(epicarpo, mesocarpo y endocarpo) en un corte longitudinal y transversal. 
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Figura 26. Morfología del fruto de C. microphylla. a) drupa completa; b) partes del 
fruto (epicarpo, mesocarpo y endocarpo) en corte longitudinal y c) corte transversal.  
El endocarpo de C. microphylla posee en su interior una o dos semillas, en este 
caso, las semillas permanecen separadas por un tabique central (Figuras 27 y 28). 
 
Figura 27. Endocarpo vacío de C. microphylla, detalle del tabique central que 
separa dos semillas. 
 
Figura 28. Corte transversal del endocarpo de C. microphylla, con una semilla en 
su interior. 
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En el caso de P. alpataco las semillas junto con su endocarpo fueron separadas de 
la vaina. Luego, con ayuda de una pinza tipo alicate, se aisló cada semilla del artejo 
correspondiente (endocarpo) (Figura 29). 
 
Figura 29. Morfología de la de las vainas completas de P. alpataco, endocarpo y 
semilla.  
Las semillas corren un especial riesgo de sufrir daños, pérdida de identidad y 
viabilidad luego de la cosecha. Por este motivo, las semillas recolectadas en el 
campo fueron identificadas, secadas y almacenadas como se detalla a 
continuación:  
 Secado: es frecuente que los frutos y semillas permanezcan húmedos. Los 
frutos de P. alpataco se secaron a temperatura ambiente por 3 - 5 días a fin de 
eliminar la humedad exterior y disminuir la humedad interior de la semilla, 
fundamental para prolongar su viabilidad en el tiempo. En cuanto a los frutos 
carnosos de C. microphylla, los endocarpos aislados fueron enjuagados 
repetidamente para eliminar restos del mesocarpo y evitar la contaminación 
fúngica. Luego se dispusieron sobre papel absorbente y se secaron a temperatura 
ambiente. 
 Mantenimiento de la identidad: para mantener la identidad de cada lote de 
frutos recolectados, se siguió la metodología propuesta por Stein et al., 1974. Para 
ello se etiquetó cada sobre contenedor de frutos. Se colocaron etiquetas dentro y 
fuera de cada sobre indicando especie, ubicación geográfica, fecha de recolección 
y nombre del recolector.  
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 Transporte: en todos los casos, el transporte vehicular de los frutos 
completos hasta el sitio de limpieza y almacenaje se realizó en bolsas aireadas y 
rotuladas, promoviendo una adecuada circulación de aire. 
 Limpieza: las semillas se clasificaron de acuerdo a semillas no viables o 
vacías, semillas dañadas o infectadas por patógenos, semillas que presentaron la 
testa arrugada, semillas de coloración anormal o con signos de daños por insectos 
u otro patógeno. Además, se eliminó en forma manual todo tipo de impurezas 
acumuladas durante el proceso de recolección y fragmentos inertes de los frutos. 
 Almacenaje: las semillas seleccionadas de P. alpataco y de C. microphylla 
se colocaron a -20 ºC durante 15 días, a fin de controlar las infecciones por insectos 
patógenos, en especial de brúquidos (Mazzuferi & Conles, 2005). Luego se 
almacenaron en sobres de papel, bajo condiciones controladas de humedad, luz y 
temperatura (0 °C – 5 °C).  
2.4.1.7 Evaluación de la germinación 
En el caso de P. alpataco, se consideró semilla germinada cuando la radícula 
contaba con 1 mm de longitud (Villagra, 1997). Teniendo en cuenta que C. 
microphylla sólo germinó en bandejas con sustrato, la germinación sólo pudo 
detectarse con la aparición del hipocótilo y el endocarpo sobre la superficie, por ello 
éste fue el parámetro utilizado como semilla germinada para esta especie.  
En el recuento de la germinación, no se incluyen los embriones anormales, que 
comprenden aquellos deformados, podridos, dañados y con un desarrollo inusual 
del hipocótilo.  
El recuento inicial de la germinación se efectuó en forma diaria. Sin embargo, con 
el avance de los experimentos, las frecuencias de las evaluaciones se disminuyeron 
a periodos de tiempo de horas, para obtener una idea más exacta de la velocidad 
de germinación.   
Los parámetros germinativos evaluados fueron: 
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Capacidad Germinativa (CG): porcentaje de germinación total, al finalizar el 
ensayo (Pece et al., 2010). 
Valor máximo de germinación (VM): cociente máximo que se obtiene al dividir 
cada una de las germinaciones diarias acumuladas por el correspondiente número 
de días para alcanzarla (Piedrahita Cardona, 1998). 
Energía Germinativa (EG): porcentaje de germinación acumulada diaria cuando 
la tasa de germinación fue la más alta (González et al., 2008). 
Tiempo Medio de Germinación (TMG): número promedio de días utilizados en la 
germinación. Mide la velocidad y la dispersión del proceso (Bewley & Black, 1986).  
 
Donde D: es el número de días registrados desde el comienzo de la germinación, 
n: es el número de semillas germinadas en el día D y nt: número total de semillas 
germinadas. 
Germinación diaria media (GDM): GDM es la germinación media diaria, calculada 
como la razón entre el porcentaje final de germinación (CG) y el número de días 
transcurridos hasta llegar a ese valor. Dicho índice se expresa sin unidades (Gómez 
Restrepo, 2004). 
Índice de Velocidad de Germinación (IVG) o Índice de Maguire´s: el índice de 
Velocidad de Germinación (IVG) propuesto por Maguire (1962) es uno de los más 
utilizados (Nakagawa, 1999; Villagra, 1997) y se expresa como número de semillas 
germinadas por día. Su fórmula de cálculo es: 
 
Germinación Diaria Acumulada (GDA): 
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Donde n= es el número de semillas germinadas por día y Nt número total de 
semillas (Trujillo, 1996). 
Los parámetros de germinación VM y EG, son indicadores del vigor de las semillas 
(Pece et al., 2010). 
2.4.1.8 Tratamiento estadístico de los datos 
Los ensayos realizados siguieron un diseño completamente al azar, con 
cuatro repeticiones de 25 semillas cada uno, incluyendo los controles específicos 
para cada tratamiento.  
En cada parámetro de respuesta evaluado, se realizó un Análisis de Varianza 
(ANOVA) mediante el programa Infostat-Stadistical Software 2016 (Di Rienzo et al., 
2016). La prueba de Tukey fue utilizada para la comparación de medias. 
A fin de realizar la comparación entre tratamientos, se realizó la prueba de 
contrastes ortogonales. 
Los parámetros que no cumplían con los supuestos estadísticos de normalidad y 
homogeneidad de las varianzas fueron transformados con Arc Sen √x/100. Sin 
embargo, los datos no transformados se presentan en las tablas y figuras. En los 
casos puntuales donde los supuestos del ANOVA no se cumplieron aún después 
de transformación de datos, las diferencias entre tratamientos se evaluaron 
mediante el uso del test no paramétrico de Kruskal-Wallis. 
2.4.2 Germinación de Prosopis alpataco 
2.4.2.1 Condiciones ambientales 
A fin de ajustar las condiciones de incubación para la germinación de las 
semillas se hicieron ensayos en cámara y en cuarto de cultivo in vitro.  
En el primer caso (incubación en cámaras de germinación) las semillas previamente 
desinfectadas se dispusieron en placas de Petri de 100 x 15 mm, preparadas con 
una base de algodón cubierta con un papel de filtro. Para ello, las placas se 
esterilizaron en autoclave por 30 minutos a 120 °C de temperatura y 1 atmósfera 
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de presión y luego se humedecieron con agua destilada. La estufa para cultivo 
utilizada para incubar las semillas fue SanJor modelo SL70C.  
En el ensayo in vitro, las semillas se desinfectaron y establecieron en placas de 
Petri (100 x 15 mm) previamente esterilizadas, conteniendo como medio soporte 
agarosa (6,00% p/v) enriquecida con sacarosa (30% p/v). Este procedimiento se 
realizó bajo campana de flujo laminar. Finalmente, se incubó en cuarto de cultivo 
con fotoperiodo de 16 hs luz/8 hs oscuridad y temperatura controlada a 25 ± 2 °C. 
En este caso, todos los elementos fueron esterilizados en autoclave (30 min, a 120 
°C y 1 atm). 
La desinfección de las semillas se realizó a partir de la metodología presentada por 
Villagra (1997). Los tiempos de inmersión se modificaron con el fin de ajustar la 
desinfección al material de estudio y a la solución de NaClO (27 g Cl*/l). Finalmente, 
el procedimiento incluye: inmersión de 5 min en etanol 70% y luego en hipoclorito 
de Sodio (NaClO) al 20% v/v, durante 15 min. Por último, las semillas fueron 
enjuagadas repetidamente e incubadas, en condiciones de laboratorio o in vitro, 
como se detalló más arriba. 
2.4.2.2. Determinación de la temperatura óptima 
Las semillas previamente escarificadas en forma manual, según el 
procedimiento de Prueba de Corte Total (PCT), se dispusieron en placas de Petri y 
luego se incubaron en estufa de germinación como se explicó anteriormente. Las 
temperaturas evaluadas fueron: 25 °C, 30 ºC, 35 ºC, 40 ºC y 45 °C, rango reportado 
como óptimo para la especie (Villagra, 1995). El número de semillas germinadas se 
registró diariamente, durante una semana. Los parámetros evaluados fueron: 
capacidad germinativa (CG), energía germinativa (EG) y Tiempo Medio de 
Germinación (TMG). Se consideró como temperatura óptima a aquella en la que las 
semillas alcanzan el porcentaje de germinación más alto en el menor tiempo (Mayer 
& Poljakoff-Mayber, 1982). 
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2.4.2.3 Dormancia 
Las semillas de P. alpataco se escarificaron a fin de incrementar el porcentaje 
y la velocidad de germinación. En todos los casos, las semillas se desinfectaron 
luego de ser escarificadas y se las incubó en cámara de germinación, como se 
indicó antes. 
Se evaluó la escarificación química con ácido sulfúrico concentrado, mecánica por 
rotura del tegumento y biológica (Tabla 8). 
Tabla 8. Tratamientos de escarificación realizados en semillas de P. alpataco. 
Escarificación mecánica: Remoción del borde seminal 
  
Corte total  (PCT) 
Corte Parcial (PC) 
Escarificación química: H2SO4 concentrado 
  
2 min  (t2) 
5 min (t5) 
10 min (t10) 
20 min (t20)      
30 min (t30) 
40 min (t40) 
50 min (t50) 
60 min (t60) 
Escarificación biológica: Semillas provenientes de heces de zorro y ñandú.   
Referencia: H2SO4: Ácido sulfúrico. 
 
 Escarificación mecánica: se realizaron dos tipos de cortes del tegumento con 
pinza alicate: corte completo del borde seminal (prueba de corte total, en 
adelante PCT) o corte parcial, que consistió en la eliminación del tegumento solo 
en el área de protrusión de la radícula (PC). 
 Escarificación química: para la escarificación química, las semillas se colocaron 
en una solución concentrada de H2SO4 (97%) según el tiempo de inmersión 
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correspondiente. Luego se realizaron al menos cinco lavados en agua destilada, 
a fin de eliminar restos de tejidos y neutralizar la reacción.  
Se probaron los siguientes tiempos de inmersión: 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 
minutos. Los tratamientos se denominaron t2, t5, t10, t20, t30, t40, t50 y t60, 
respectivamente. 
 Escarificación biológica: se extrajeron semillas de P. alpataco a partir de heces 
de zorro (Dusicyon sp) y de ñandú (Pterocnemia pennata) colectadas dentro de 
los sitios de muestreos seleccionados. 
Se realizaron cuatro repeticiones de 25 semillas cada una para cada tratamiento, 
salvo en la escarificación biológica de zorro, donde sólo se contó con 25 semillas 
totales. 
El porcentaje de germinación fue evaluado durante el primer y segundo día de 
incubación. Sin embargo, debido a un retraso en el inicio de la germinación, los 
controles, el t2 (2 minutos en H2SO4) y los ensayos de escarificación biológica se 
prolongaron durante una semana. Estos se evaluaron diariamente y se analizaron 
en forma independiente de los demás tratamientos. 
2.4.2.4 Evaluación de las plántulas obtenidas 
De acuerdo a los resultados obtenidos en el punto anterior y a la definición 
fisiológica de germinación que hemos tomado como referencia (Cap. 1) los 
tratamientos t40, t50 y t60 no fueron considerados en este análisis. 
La longitud de las radículas de las plántulas obtenidas en los tratamientos PC, PCT, 
t10, t20 y t30 fueron medidas en centímetros, luego del primer y segundo día de 
germinación. Este procedimiento se repitió tres veces, con 25 semillas en cada uno. 
Las radículas se midieron sobre el total de plántulas obtenidas en cada tratamiento 
y se registraron los valores promedios obtenidos en cada caso. 
2.4.2.5 Patrón de imbibición de las semillas (a 30ºC) 
Con el objeto de determinar la dinámica de imbibición, las semillas previamente 
escarificadas según los tratamientos t2, t5, t10, t20, t30, PC, PCT y aquellas 
correspondientes al control fueron enjuagadas e inmediatamente sumergidas en 
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agua destilada, a 30 ºC. Se tomaron 20 semillas para cada tratamiento. Se registró 
el peso inicial (Pi) de las 20 semillas (previo a la escarificación), luego de la misma 
(P0), y al finalizar cada período de imbibición. Al inicio, el peso de las semillas se 
evaluó con una frecuencia de minutos. Cuando la imbibición de las semillas 
comenzó a disminuir, y con ello la variación del peso de las muestras, la frecuencia 
aumentó a horas. 
El primer registro del peso fue a los 20 minutos del inicio de la imbibición, luego se 
pesaron cada 30 minutos, cada 40 minutos y una vez pasadas las 6 horas de 
imbibición, el registro se extendió por varias horas. Entre cada periodo de imbibición 
todos los tratamientos fueron mantenidos en oscuridad. 
El aumento en masa de las semillas fue calculado según Baskin et al. (2004):  
% incremento en masa= [(Wi−Wd) /Wd]×100.  
Donde, Wi= masa de imbibición y Wd= masa de semillas secas (previa al ensayo). 
2.4.2.6 Viabilidad 
Dado que se analizó la viabilidad de las semillas no germinadas al finalizar los 
ensayos de escarificación, sólo se seleccionaron aquí las semillas 
correspondientes al control y tratamiento t2, únicos casos donde no se obtuvo el 
100% de germinación.   
Las semillas se cortaron con un bisturí de manera de dejar expuesto el embrión y 
se sumergieron completamente en una solución de tetrazolio al 1% (p/v). Luego se 
incubaron durante 10 horas en cámaras de germinación, tal como se detalló en el 
punto 2.4.2.1, a 30 ºC y en condiciones de oscuridad. 
Cabe destacar que debido a la dureza del tegumento en muchos casos los cortes 
causaron daños en los embriones. Por ello, luego de haber realizado la prueba con 
tetrazolio en algunas semillas, se decidió evaluar la viabilidad del resto de las 
semillas no germinadas escarificándolas en forma mecánica (PCT) e incubándolas 
durante 10 hs en estufa (a 30 ºC y oscuridad) para su germinación (Chantre com. 
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pers., 2015). Para las observaciones con la solución de tetrazolio, se utilizaron los 
patrones de color descriptos por Craviotto et al. (2011; 2008; 1995).  
2.4.2.7 Vigor (métodos indirectos) 
Para la determinación del vigor a través de test indirectos, se realizó la prueba 
de conductividad eléctrica y la colorimétrica del exudado de la siguiente manera: 
i Prueba de Conductividad eléctrica masal 
Se tomaron muestras de 50 semillas de un stock de semillas provenientes de 10 
individuos diferentes. 
Las muestras se prepararon con un 14% aproximado de humedad y se incubaron 
24 horas en estufa de cultivo a 20 ± 2 ºC (Miloševic et al., 2010). 
Luego se tomaron tres muestras de 50 semillas en cada una (A, B y C). En A y B se 
seleccionaron semillas de buen estado aparente, mientras que la muestra C contuvo 
semillas consideradas a priori no vigorosas, dado que éstas fueron previamente 
sometidas a agua hirviendo durante una hora (control negativo). Cada muestra fue 
sumergida en un Erlenmeyer con 250ml de agua, homogeneizadas suavemente y 
mantenidas a 20 °C. Como control del equipo se utilizó un Erlenmeyer con agua 
corriente y agua destilada. Se registró la conductividad de los exudados obtenidos 
en cada caso y se aplicó la siguiente fórmula:   
 
Si el valor calculado es: 
< 25 μS.cm-1.g-1: las semillas tienen algo vigor, es decir, son adecuadas para la 
siembra temprana en condiciones desfavorables. 
25 – 29 μS.cm-1.g-1: las semillas se pueden utilizar para la siembra temprana con 
riesgo en condiciones desfavorables. 
30 – 43 μS.cm-1.g-1: las semillas no son adecuadas para la siembra temprana, 
especialmente en condiciones desfavorables. 
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> 43 μS.cm-1.g-1: las semillas son de bajo vigor, por lo que no son adecuadas para 
la siembra (Miloševic et al., 2010).  
Finalmente, todos las muestras se mantuvieron en agua a temperatura ambiente 
para observar si existían casos de emergencia de la radícula durante ésta imbibición 
y corroborar la viabilidad de semillas que habían sido consideradas a priori como 
viables.  
Teniendo en cuenta que esta metodología se ha presentado para determinadas 
especies, como Pisum sativum L., Gallo et al. (2012) propone modificarla cuando 
se desee analizar semillas de otra especie.  
ii Prueba Colorimétrica del pH del exudado 
Las semillas utilizadas en el ensayo anterior fueron retiradas de los Erlenmeyer 
correspondientes y se evaluó la coloración final alcanzada al poner en contacto la 
solución de los exudados seminales con una solución indicadora 1:1 y 2:1 de 
fenolftaleína al 0,5% y una solución de carbonato de sodio (Na2CO3) al 0,25% p/v, 
respectivamente (Peretti, 1994; Peske & Amaral, 1986). Se observó la coloración 
final alcanzada en cada muestra y se determinó la viabilidad de las semillas 
utilizando como referencia la metodología propuesta por Gallo et al. (2012) en Pisum 
sativum L. 
2.4.3 Germinación de Condalia microphylla 
A fin de lograr un método de escarificación efectivo para la especie, se 
realizaron ensayos exploratorios, en condiciones de laboratorio (tres repeticiones 
de 25 semillas cada una). En estos ensayos, se aplicaron diferentes métodos de 
escarificación del endocarpo (mecánica, química y biológica), se combinaron entre 
sí algunos de ellos y se evaluó el efecto de la estratificación (Tabla 9). Luego, se 
ensayaron diferentes metodologías de desinfección de los endocarpos.  
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Tabla 9. Metodologías y procedimientos de escarificación realizados sobre 
endocarpos de C. microphylla. 
 
Tipo de 
escarificación 
Pretratamiento Combinaciones 
Escarificación 
física 
Desgaste manual del 
tejido de la zona basal 
externa de los 
endocarpos, región donde 
se encuentran los poros 
germinativos. 
Corte con pinza tipo pelacable, seguido de 
inmersión en agua corriente 48 hs a 25±°C. 
Corte con pinza tipo pelacable e inmersión durante 
24 hs en AG3 (400 mg/l) a temperatura ambiente. 
Corte con pinza tipo pelacable e inmersión en H2SO4 
Desgaste manual con lija, hasta que se visualizan 
los dos poros de germinación). 
Escarificación 
húmeda 
Inmersión en agua El agua se calentó hasta su ebullición, se 
incorporaron los endocarpos y se los dejó en 
inmersión hasta que el agua se enfrió a 20 ºC.  
Agua caliente hasta 80 ºC, luego se incorporaron los 
endocarpos y se los dejó en inmersión hasta que el 
agua se enfrió a 20 ºC. durante 12 hs. 
Inmersión en agua corriente  durante 48 hs seguido 
de inmersión en AG3 (400 mg/l), 24 hs, a 
temperatura ambiente. 
Estratificación fría, en 
condiciones de humedad. 
Los endocarpos se colocaron en recipientes 
cerrados con algodón humedecido en fungicida y se 
llevaron a heladera a 5 ºC durante 1, 2 y 3 meses, a 
5 ºC y oscuridad. Después de ese tiempo, el 
material se llevó a condiciones de germinación. 
Escarificación 
química 
H2SO4  concentrado Inmersión en H2SO4 durante: 30 minutos y 1, 6, 8, 9, 
12, 24 hs respectivamente, seguido de enjuagues 
reiterados en agua destilada, a temperatura 
ambiente 
Escarificación 
biológica 
Semillas con endocarpo 
aisladas de heces de 
ñandú y zorro. 
Siembra directa luego de la desinfección (en 
condiciones de laboratorio) 
Referencias: H2SO4: Ácido Sulfúrico, AG3: Ácido Giberélico. 
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2.4.3.1 Escarificación mecánica con papel de lija 
Debido a la similitud de los endocarpos, la escarificación manual se realizó 
según la metodología de Araoz & Del Longo (2006) para Z. mistol. Esta consistió en 
el desgaste con papel de lija de la zona basal externa (región donde se encuentran 
los poros germinativos, a través de los cuales se produce la emergencia de la 
radícula). El desgaste permitió eliminar una excrecencia blanquecina que cubre 
externamente los poros y el tejido interno que obtura el poro germinativo.  
2.4.3.2 Escarificación mecánica con pinza tipo pelacable 
La zona basal externa de los endocarpos fue removida con pinza de tipo 
“pelacables”. Este corte permitió eliminar la excrecencia blanquecina que cubría 
externamente los poros pero no asegura la exposición de los poros germinativos.  
2.4.3.3 Escarificación de endocarpos con H2SO4 concentrado 
Los endocarpos se sumergieron en H2SO4 concentrado durante tiempos 
crecientes de 30 minutos, 1, 6, 8, 9, 12, 24 hs. Luego los endocarpos se enjuagaron 
al menos tres veces con agua destilada para eliminar los restos del ácido. 
2.4.3.4 Inmersión en agua 
Se calentó el agua a 80 ºC y 100 ºC respectivamente y luego se sumergieron 
los endocarpos, hasta que el agua alcanzó los 20 ºC. 
2.4.3.5 Estratificación fría y húmeda 
Los endocarpos se colocaron en recipientes con algodón humedecido con 
agua y se llevaron a heladera a 5 ºC durante 30, 60 y 90 días. Cada semana se 
realizaba un control por posible contaminación. En los casos donde se observó 
contaminación fúngica, el algodón fue renovado y humedecido con una solución 
fungicida (Carbendazim 4 mg/l). Luego los endocarpos tratados se colocaron a 
germinar (Ver germinación de endocarpos). 
La temperatura de germinación fue de 25 – 30 - 35 ºC, según los resultados de 
germinación reportados para esta especie (Peláez et al., 1996) y para Ziziphus 
(Maraghni et al., 2010; Aráoz et al., 2004).  
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2.4.3.6 Germinación de semillas de C. microphylla en invernadero 
Los endocarpos de semillas de piquillín de diferente procedencia (drupas 
naranjas, rojas y negras y aislados de heces de ñandú) fueron desgastados en 
forma mecánica con lija. Luego fueron sumergidos en agua corriente a temperatura 
ambiente, hasta que aumentaron el tamaño por la imbibición (aproximadamente 1 
semana). Los endocarpos fueron dispuestos sobre la superficie de siembra, en 
bandejas de germinación y se generó una pequeña presión sobre ellos. Por último 
se los cubrió completamente con el mismo sustrato (mezcla de tierra del sitio de 
muestreo con materia orgánica). El procedimiento de siembra e incubación 
posterior se realizaron bajo condiciones de invernadero. 
Se realizaron tres repeticiones, de 50 semillas cada una. Se evaluó el porcentaje 
de germinación cada semana, durante 40 días y la supervivencia de las plántulas a 
los 50 días del inicio del ensayo.  
2.4.3.7 Germinación de semillas de C. microphylla en condiciones de 
laboratorio 
En ensayos preliminares, las semillas fueron incubadas en placas de Petri 
humedecidas con agua destilada y mantenidas en estufa de cultivo, a 30 ºC. Estas 
condiciones de temperatura y humedad promovieron la aparición de contaminación 
fúngica, aún en presencia de una solución fungicida (Carbendazim 4 mg/l) y de la 
desinfección de los endocarpos. Por ello, los ensayos de germinación fueron 
realizados en bandejas plásticas transparentes Celpack, con tapa bisagra de 239 x 
233 x 86 mm. Las bandejas se acondicionaron con sustrato (mezcla de suelo del 
monte y tierra negra fértil 2:1). Cabe destacar que debido a la presencia del 
sustrato, la germinación sólo se evidenciaba con la aparición de los hipocótilos 
sobre la superficie (Figura 30). Por ello, la referencia de semilla germinada no fue 
la misma que la utilizada para P. alpataco (1 mm de radícula) y los tiempos 
evaluados se extendieron a cinco semanas. 
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Figura 30. Semilla de C. microphylla germinada en bandejas con sustrato. 
2.4.3.8 Evaluación de la imbibición en los endocarpos 
La evaluación del ingreso de agua en los endocarpos de C. microphylla se 
basó en una modificación de la metodología propuesta por Venier et al. (2012). 
Brevemente, los endocarpos sin escarificar y escarificados fueron sumergidos en 
una solución de agua y azul de metileno 0,3% v/v, durante una semana, a 
temperatura ambiente. Así, este tratamiento permitió identificar aquellos tejidos que 
absorbieron agua debido a que adquirieron una coloración azul. Cada endocarpo 
fue observado bajo lupa binocular Schönfeld Optik y las imágenes fueron 
capturadas con cámara EMotic Olus 2.0.   
2.4.4 Micropropagacion de P. alpataco 
2.4.4.1 Acondicionamiento y desinfección de las semillas 
La desinfección de las semillas se realizó de acuerdo a la metodología 
propuesta por Villagra (1997) modificada de la siguiente manera: inmersión de las 
semillas en etanol 70% (v/v), durante 5 minutos, seguido de 20 minutos en 
hipoclorito de Sodio (27g Cl*/l) al 20% (v/v). Posteriormente, bajo campana de flujo 
laminar, las semillas se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. 
2.4.4.2 Medios de cultivo y reguladores de crecimiento 
El medio de cultivo basal y las vitaminas utilizados para inducir respuestas 
morfogénicas en los diferentes explantes fue el de MS (Murashige & Skoog, 1962), 
suplementado con sacarosa (30% p/v) y diferentes reguladores de crecimiento. Los 
reguladores de crecimiento (PGR) y el agente gelificante (fitagel o agar) utilizados 
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fueron ajustados para cada explante y tipo de respuesta deseada (Tabla 10). Para 
la germinación in vitro de los embriones obtenidos vía embriogénesis somática se 
ensayaron diferentes reguladores de crecimiento y suplementos (Tabla 10, filas y 
columnas con fondo oscuro).  
El pH de todos los medios de cultivo fue ajustado entre 5,8 y 6,2 con NaOH 1N o 
HCl 1N, antes de ser autoclavados durante 20 minutos a 120 ºC y 1 atmósfera de 
presión. 
Tabla 10. Medios de cultivo y reguladores de crecimiento utilizados según el tipo de 
explante y la respuesta morfogénica esperada. 
Medio de 
cultivo 
Denominación 
del medio de 
cultivo en el 
laboratorio 
PGR Otros Explante 
Agarosa Agarosa -- sacarosa (30 g/l) 
agar (6 g/l) 
pH 5,8 - 6,2 
Semillas 
MS ME (medio de 
enraizamiento) 
ANA (1; 1,5 y 3 
mg/l) 
sacarosa (30 g/l) 
agar (8 g/l) 
pH 5,8 - 6,2 
Secciones nodales 
(intercalares y 
apicales) 
  
Medio de 
inducción a la 
embriogénesis.   
2,4D (2,0 mg/l), 
BA (1,5 mg/l) 
fitagel (2 g/l) 
sacarosa (30 g/l) 
C* (1 g/l) 
pH 5,8 - 6,2 
  
Cotiledones 
 ½ MS ½ MS BA BA (0,05 mg/l) sacarosa (30 g/l) 
agar (8 g/l) 
 pH 5,8 
Embriones 
Somáticos 
  
½ MS Ad Adenina (0,05 g/l) 
½ MS AG3  AG3 (5 mg/l) 
½ MS Cas Caseína (0,5 g/l) 
½ MS BA:ANA BA (1 mg/l) y ANA 
(1 mg/l) 
Referencias: PGR: reguladores de crecimiento; MS: Murashige & Skoog (1962); ½ 
MS: Murashige & Skoog a la mitad de la concentración original; ANA: Ácido 
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naftalenacético; 2,4D: Ácido 2,4-diclorofenoxiacético; BA: Benciladenina; AG3: 
Ácido Giberélico. Las filas y columnas inferiores, destacadas con fondo oscuro, 
corresponden a los medios utilizados para llevar a cabo ensayos exploratorios con 
el fin de optimizar la germinación de embriones somáticos de P. alpataco 
2.4.4.3 Germinación in vitro 
Durante los primeros ensayos, las semillas se germinaron en placas de Petri 
(100 x 15 mm) con agarosa como medio soporte (ver punto 2.4.2.1) y luego las 
plántulas fueron repicadas al medio nutritivo (Murashige & Skoog, 1962). Sin 
embargo, debido a que la germinación ocurre en el lapso de dos días y no se 
observaron casos de contaminación, se decidió incubar directamente las semillas 
en tubos de ensayos conteniendo medio nutritivo semisólido, hasta obtener 
plántulas completas. El medio nutritivo utilizado fue MS con sacarosa (30% p/v) y 8 
g/l de agar (8,00% p/v), libre de reguladores de crecimiento. Se ajustó el pH a 5,8 
previo a la esterilización en autoclave, a 120 ºC y 1 atmósfera de presión, durante 
25 minutos. Se sembraron 5 semillas por frasco, y 5 frascos para cada tratamiento. 
Bajo campana de flujo laminar, se dispensó 30 ml de medio MS previamente 
dispensado en los frascos. Todo el proceso de manipulación de las semillas se 
realizó con pinzas y material de vidrio previamente esterilizado. La incubación se 
realizó en cuarto de cultivo, a 25 ± 2 ºC y con ciclo de luz / oscuridad de 16 / 8 hs. 
La luz fue provista por lámparas fluorescentes del tipo «luz día» con una irradiancia 
de entre 50 y 200 μmol m-2s-1. 
2.4.4.4 Selección del explante 
Los explantes fueron aislados a partir de plántulas de 3 semanas de edad 
fisiológica. Una vez obtenidos los cultivos, libres de contaminación, se iniciaron los 
experimentos de organogénesis a partir de segmentos nodales de una longitud 
aproximada de entre 1 a 1,5 cm y de embriogénesis, a partir de cotiledones con el 
eje embrional y sin él. 
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2.4.4.5 Establecimiento in vitro 
i Enraizamiento o microestaquillado in vitro (organogénesis) 
Segmentos nodales intercalares y apicales fueron cultivados en frascos con 
medio MS sin reguladores de crecimiento (control) y suplementado con diferentes 
concentraciones de ácido naftalenacético (ANA: 1; 1,5 y 3 mg/l). Los frascos fueron 
mantenidos en cuarto de cultivo, a 25 ± 2 ºC y con ciclo de luz / oscuridad de 16 / 8 
horas. Se cultivaron 15 secciones nodales por tratamiento y se realizaron tres 
repeticiones. 
A los 30 días de cultivo in vitro se evaluó el porcentaje de enraizamiento, longitud 
de raíces, formación y número de callos y número de brotes.  
ii Inducción de brotes (organogénesis) 
Se cuantificó del número de explantes que produjeron brote y el número de 
brotes presentes por explante. Mediante un seguimiento histológico, se determinó 
el lugar de inicio de formación de brotes y las características anatómicas de los 
folíolos formados en condiciones in vitro. 
iii Embriogénesis somática 
Los explantes utilizados para inducir la embriogénesis somática fueron secciones 
cotiledonares con eje embrional y sin él (Figura 31). Estos fueron cultivados en 
placas de Petri (100 x 15 mm) que contenían 30 ml de medio de inducción a la 
embriogénesis (Tabla 10). Cabe destacar que este medio de cultivo fue propuesto 
por Buendía-González et al. (2007) para la inducción de brotes en P. laevigata. 
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Figura 31. Tipos de explantes cotiledonares utilizados para la inducción de 
embriogénesis somática. 
Luego de 60 días de cultivo en este medio, los explantes fueron repicados a medio 
de cultivo MS gelificado con agar (8,00% p/v), libre de reguladores de crecimiento 
y en ausencia de carbón activado. Las condiciones de incubación se mantuvieron 
a 25 ± 2 ºC y con ciclo de luz / oscuridad de 16 / 8 horas. Se colocaron 5 explantes 
por caja de Petri, y se utilizaron 4 cajas de Petri por ensayo (20 repeticiones).  
Determinación de la producción de embriones 
Debido a que el medio líquido favorece la desagregación y facilita la 
separación de embriones, la producción de embriones se determinó a través del 
conteo del número de embriones desagregados por peso fresco de callo, luego de 
su inmersión y agitación en agua bidestilada estéril. Este procedimiento se realizó 
de la siguiente manera: en vaso de precipitado previamente autoclavado (un vaso 
para cada callo), se agregaron 100 ml de agua bidestilada estéril, se sumergió cada 
callo, y se registró el peso inicial. Luego se agitó en forma manual durante 2 
minutos, tiempo en el que se disgregaron los embriones formados de diferentes 
estadios y se registró la diferencia de peso con una balanza analítica Denver. Todo 
el procedimiento se realizó bajo campana de flujo laminar. El ensayo se repitió tres 
veces. Los callos se cultivaron en MS y los embriones en 1/2 MS y se mantuvieron 
en el cuarto de cultivo, bajo las condiciones de luz y temperatura detalladas 
anteriormente. 
Germinación de los embriones somáticos 
A fin de optimizar la germinación de los embriones obtenidos se realizaron 
ensayos exploratorios donde el medio ½ MS fue adicionado con diferentes 
reguladores de crecimiento, adenina, y caseína, en forma aislada y combinados 
(Tabla 10). Se evaluó el efecto de benciladenina (BA: 0,05 mg/l), Adenina (0,05 g/l), 
Ácido Giberélico (AG3: 5 mg/l), Caseína (0,5 g/l) en forma individual y la interacción 
entre BA (1 mg/l) y ANA (1 mg/l). En estos casos se trabajó en placas de Petri (100 
x 15 mm) conteniendo MS sólido según se detalló en la Tabla 10. 
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Por último, se realizaron algunos ensayos tendientes a promover el crecimiento 
posterior del embrión germinado y su conversión a plántulas. Para ello, los 
embriones obtenidos en medio de proliferación fueron aislados e incubados en 
placas de Petri (60 x 15 mm) con vermiculita estéril humedecida con ½ MS líquido 
y en tubos de ensayo preparados con puente de papel de filtro y 25 ml de este 
medio de cultivo. 
2.4.4.6 Condiciones ambientales 
Las condiciones ambientales utilizadas para el cultivo in vitro de tejidos fueron 
de 25 ± 2 ºC de temperatura y con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad. 
Los cultivos se mantuvieron bajo una intensidad de 50 μmol m-2s-1, la fuente de 
energía utilizada fueron tubos fluorescentes Osram Dulux R2 G11-9154.  
2.4.4.7 Aclimatación y rusticación de plantas obtenidas vía organogénesis 
y embriogénesis somática 
Las plantas de P. alpataco obtenidas in vitro vía organogénesis y 
embriogénesis fueron rusticadas de la siguiente manera: 
Las plantas de aproximadamente 5 - 10 cm de longitud fueron removidas del medio 
de cultivo y se transfirieron a frascos con vermiculita estéril humedecida con agua 
corriente y una cubierta plástica, y se mantuvieron con el mismo fotoperiodo (16 / 8 
hs luz / oscuridad) durante dos semanas. Durante este período las plantas se 
regaron dos veces con ½ MS sin sacarosa. Luego se transfirieron a macetas 
plásticas y se trasladaron en condiciones de invernáculo, donde los riegos fueron 
reemplazados por agua corriente. 
2.4.4.8 Análisis de las respuestas morfogénicas.  
Se realizaron estudios de microscopía para analizar los procesos de 
morfogénesis in vitro. Se utilizó una lupa binocular Schönfeld, un microscopio Motic 
BA310 y se tomaron fotografías con una cámara Motic Image Plus 2.0. 
Los callos embrigénicos de P. alpataco previamente fijados en FAA, fueron tratados 
de dos maneras, para la técnica de squash y cortes con micrótomo. En el primer 
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caso, los callos fueron sumergidos en una solución 1:1 de NaOH 5% y NaOCl 5%, 
durante 8 horas (tiempo en que el material quedó translúcido). Luego se enjuagaron 
en agua destilada y se realizó una inmersión en Hidrato de Cloral (5%) durante 24 
horas y finalmente se montaron en gelatina-glicerina con safranina. Para los cortes 
con micrótomo, la metodología utilizada fue la propuesta por D'Ambrogio de 
Argueso (1986), donde los tiempos de cada tratamiento fueron ajustados por 
Arambarri, 2015. Por último, se realizó una coloración con violeta de cresilo y se 
utilizó gelatina-glicerina para el montaje.  
Se observaron las siguientes características: friabilidad, compactación, estructuras 
diferenciadas (sistema de conducción, raíces, embriones somáticos, hojas/brotes), 
color, tamaño, tipos celulares y presencia de gránulos de almidón. Se utilizó una 
lupa binocular Schönfeld, un microscopio Motic BA310 y se tomaron fotografías con 
una cámara Motic Image Plus 2.0. 
Por otra parte, se analizó el tipo de hoja de los brotes obtenidos in vitro. Para ello, 
se realizó la diafanización de los folíolos con la misma metodología realizada para 
el análisis de callos (D'Ambrogio de Argueso, 1986) modificada por Arambarri 
(Arambarri com. pers., 2015). Luego se realizó el montaje en gelatina-safranina en 
portaobjetos con cubreobjetos y se analizó la presencia de pelos, de estomas, 
cutícula y tipo de estomas. Las descripciones anatómicas y morfológicas fueron 
realizadas según Metcalfe & Chalk (1989; 1979; 1950) y Bianco et al. (2004). 
2.4.4.9 Cortes con micrótomo 
Para obtener cortes seriados de 15 m se utilizó un micrótomo rotatorio Minot 
Leitz 1512, en planos radial y longitudinal. Las muestras fueron preparadas de la 
siguiente manera: 
En portaobjetos limpios, se colocaron de seis a ocho cortes según el tamaño de la 
muestra, fueron montados en una solución adhesiva (albúmina de Mayer). Luego 
los tejidos se adhirieron sobre el portaobjetos debidamente rotulado, calentándose 
suavemente. Las preparaciones se dejaron 24 horas a 30 ºC para su secado y 
posteriormente se realizó el desparafinado con xilol, durante 24 horas. Se realizó la 
tinción con violeta de cresilo al 80%. Este es un colorante metacromático donde los 
vasos de xilema adquieren una coloración azulada, mientras que el citoplasma se 
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tiñe de color rojo violáceo y los núcleos, azul verdosos. Los cortes fueron montados 
en gelatina-glicerina natural (D’Ambrogio de Argüeso, 1986). Las muestras se 
coleccionaron para su posterior observación con el microscopio óptico y se 
fotografiaron con una cámara Motic Image Plus 2.0. 
2.5 RESULTADOS 
2.5.1 Cosecha de las semillas 
2.5.1.1 Determinación de la fecha de recolección. 
El estudio fenológico floral y de fructificación de ambas especies (Tablas 11 y 
12) permitieron determinar los meses de ocurrencia de las distintas fases 
reproductivas.  
En el caso de P. alpataco, la floración se observó a mediados del mes de noviembre 
y principios de diciembre, mientras que la fructificación comenzó en enero y se 
prolongó durante el mes de febrero. En muchos casos, los frutos de P. alpataco en 
la Patagonia, no permanecen en la planta madre hasta el comienzo de la próxima 
fase reproductiva, debido a los fuertes y constantes vientos de esta región. Por otra 
parte, se observó la alternancia anual de producción de frutos y se registró que una 
misma planta fructifica nuevamente cinco años después. Esto confirma lo 
manifestado por las comunidades mapuches que viven en los alrededores del tercer 
sitio de muestreo (Cedrés Gazo com. pers., 2016). Cabe destacar que se hallaron 
diferencias en el grado de maduración de los frutos entre sitios de muestreo. 
 
Tabla 11. Espectro fenológico: meses en los que se producen las fases fenológicas 
reproductivas de P. alpataco. 
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La floración de Condalia microphylla se inicia en noviembre y culmina en enero, 
mientras que los primeros frutos inmaduros pueden observarse hacia fines de enero 
y las drupas maduras a fines de febrero y en marzo. Se observaron diferentes 
fenofases y grados de maduración de los frutos, en un mismo individuo e incluso, 
en una misma rama. En el mes de noviembre, se encontraron individuos que 
portaban flores abiertas en las ramas bajas (protegidas del viento) y flores cerradas 
en las ramas superiores.  
Tabla 12. Espectro fenológico: meses en los que se producen las fases fenológicas 
reproductivas de C. microphylla. 
 
También se observaron diferencias durante la etapa de fructificación, encontrando 
drupas de diferente grado de madurez incluso en una misma rama (Figura 32). 
Hacia fines del mes de febrero y principios de marzo, se encuentran drupas 
maduras. El vareo de las plantas de C. microphylla, resultó más ventajoso que la 
cosecha manual debido a la presencia de espinas, ya que permitió colectar sólo los 
frutos maduros, cuando en la misma planta se encontraban drupas con diferentes 
grados de madurez. 
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Figura 32. Arbusto de C. microphylla con drupas de diferente grado de madurez, en 
la misma rama.  
2.5.2 Optimización de protocolos de germinación de Prosopis alpataco 
2.5.2.1 Determinación de la Temperatura óptima de germinación 
En la Tabla 13 se muestran los resultados de la evaluación de la influencia de 
la temperatura sobre la germinación de semillas de P. alpataco.  
Tabla 13. Valores medios de los parámetros germinativos evaluados a diferentes 
temperaturas. 
Tratamiento  CG  
(%) 
VM  
n° sem/día 
EG 
(%) 
TMG 
(días) 
IVG 
25 °C 100a 11,50a 45,30b 1,77c 27,08a 
30 °C 100a 25,00b 100a 1,00a 45,83d 
35 °C 98,7a 14,67ab 58,67b 1,41bc 35,22b 
40 °C 88a 20,00b 80,00b 1,09ab 38,89c 
45 °C 88a 17,33ab 69,30b 1,21ab 36,67bc 
p-valor 0,097 0,0013 0,008 0,0005 0,0001 
Referencias: CG: Capacidad Germinativa, VM: Valor máximo de germinación, EG: 
Energía Germinativa, PE: Período de Energía, TMG: Tiempo Medio 
Germinación,IVG: Índice de Velocidad de Germinación o Índice de Maguire´s. 
Medias con superíndices no comunes presentan diferencias significativas (p<0,05).  
Las semillas de P. alpataco germinan en todas las temperaturas ensayadas. Se 
puede observar que a medida que aumenta la temperatura, la capacidad 
germinativa (CG) disminuye. El tratamiento a 30 ºC fue el único donde se obtuvo el 
100% de la germinación durante el primer día, y el tiempo medio de germinación 
(TMG) fue el menor obtenido. De la comparación entre tratamientos surge que el 
valor máximo de germinación (VM), la energía germinativa (EG) y el índice de 
velocidad de germinación (IVG), alcanzaron valores mas altos cuando la 
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temperatura fue de 30 ºC y presentaron diferencias significativas respecto de los 
demás tratamientos (Tabla 13). 
La temperatura óptima para la germinación P. alpataco fue de 30ºC.  
Como se desprende de la Figura 33, la variación de la germinación diaria acumulada 
en cada temperatura presentó diferencias altamente significativas durante el primer 
día de ensayo (p< 0,02). El valor de germinación más bajo se registró en la menor 
temperatura ensayada (25 ºC) y sólo las semillas incubadas a 30 ºC presentaron el 
100% de germinación en el primer día de ensayo. 
 
Figura 33. Influencia de la temperatura sobre la germinación diaria acumulada 
(GDA) de las semillas de P. alpataco, a 25 ºC, 30 ºC, 35 ºC, 40 ºC y 45 ºC. Medias 
con una letra común no son significativamente diferentes (p<0,05). 
2.5.2.2 Dormancia 
i Escarificación química (H2SO4) y mecánica (corte de tegumento) 
En la Tabla 14 se presentan los resultados obtenidos al segundo día de 
ensayo, en los parámetros de germinación evaluados para cada tratamiento de 
escarificación aplicado. Los tratamientos consistieron en: escarificación química 
(inmersión en H2SO4 concentrado durante 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, y 60 minutos (t2, 
t5, t10, t20, t30, t40, t50 y t60, respectivamente) y escarificación mecánica: Prueba 
de corte (PC) y Prueba de corte total (PCT), y control (K). 
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Tabla 14. Influencia de los tratamientos sobre la germinación de P. alpataco.  
Tratamiento CG 
(%) 
VM 
(nº sem/día) 
EG 
(%) 
PE 
(días) 
TMG 
(días) 
IVG GDM 
t2 32b 4a 32a 2b 1,98c 4,13a 16,00ab 
t5 100c 12,5b 100b 2b 1,99c 12,63b 50,00bc 
t10 100c 20,13cd 97b 1,25a 1,26ab 21,75cd 62,50cd 
t20 100c 18,75bcd 100b 1,50ab 1,32ab 21cd 75,00cde 
t30 100c 25d 100b 1a 1,00a 25d 100,00e 
t40 100c 24,5d 98b 1a 1,02a 24,75d 98,00e 
t50 100c 24,25d 97b 1a 1,03a 24,63d 97,00e 
t60 100c 24,75d 99b 1a 1,01a 24,88d 99,00e 
PC 100c 13,75bc 80b 1,50ab 1,46b 19,25c 50,00bc 
PCT 100c 24,75d 99b 1a 1,01a 24,88d 87,50de 
K 16a 2a 16a 2b 2c 2,00a 8,00a 
p-valor 0,0001 
Medias con superíndices no comunes presentan diferencias significativas (p<0,05). 
Referencias: CG: Capacidad Germinativa, VM: Valor máximo de germinación, EG: 
Energía Germinativa, PE: Período de Energía, TMG: Tiempo Medio de 
Germinación,IVG: Índice de Velocidad de Germinación o Índice de Maguire´s, GDM: 
Germinación Diaria Media.  
 
Como se puede observar en la Tabla 14, todos los tratamientos de escarificación 
incrementaron significativamente la germinación respecto al control. 
Las semillas no escarificadas no superaron el 6% de capacidad germinativa (CG), 
aún cuando el tratamiento se extendió por el lapso de dos semanas. La capacidad 
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germinativa de los demás tratamientos fue similar, excepto en t2 donde el análisis 
de varianza arrojó diferencias significativas respecto de los demás tratamientos. 
Los tratamientos t2 y t5 presentaron el mayor tiempo medio de germinación (TMG), 
con valores similares a los obtenidos en el control. Cuando el tiempo de exposición 
de las semillas al ácido sulfúrico superó los 30 minutos (t40, t50 y t60), el tegumento 
seminal se ablandó así como la goma presente entre éste y el embrión. Las semillas 
quedaron entonces contenidas en el tegumento parcialmente desprendido y con 
parte de los cotiledones expuestos. En estos tratamientos, no se observó la 
protrusión de la radícula, que permaneció retenida en el interior del tegumento, 
blando (Figura 34).  
 
Figura 34. Semillas de P. alpataco provenientes de los tratamientos t40, t50 y t60 
(a, b y c respectivamente), luego de dos días de incubación. Puede observarse que 
la radícula queda retenida dentro del tegumento, aún cuando éste se desprendió 
del embrión. 
 
Del análisis del IVG, índice que expresa la velocidad en número de semillas 
germinadas por día, el mayor valor obtenido corresponde a t30, t40, t50, t60 y PCT, 
en los cuales se observaron diferencias significativas respecto de los demás 
procedimientos realizados. En estos mismos tratamientos se obtuvo el 100% de 
germinación durante el primer día de ensayo (Figura 35). 
El análisis de comparaciones múltiples (prueba de contrastes ortogonales) arrojó 
diferencias significativas entre t30 y los demás tratamientos, en todos los 
parámetros evaluados (p<0,005). 
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Figura 35. Germinación diaria acumulada en el primer y segundo día de ensayo, 
para los distintos tratamientos evaluados: escarificación con inmersión en H2SO4 
concentrado, durante 5 (t5), 10 (t10), 20 (t20), 30 (t30), 40 (t40), 50 (t50) y 60 
minutos (t60); escarificación mecánica con prueba de corte (PC) y prueba de corte 
total (PCT). 
El tratamiento mecánico realizado en la prueba de corte total (PCT), que consiste 
en la remoción de todo el borde seminal, causa daños en los cotiledones, pero ésto 
no afectó la supervivencia de las plántulas obtenidas (Figura 36).  
 
Figura 36. Plántula de P. alpataco obtenida a partir de semillas escarificadas en 
forma mecánica (PCT). Detalle del daño causado en los bordes de los cotiledones. 
Teniendo en cuenta que la mayoría de los tratamientos arrojaron un 100% de 
germinación al finalizar el ensayo, este mismo proceso fue evaluado en periodos 
de tiempo menores (horas). Los resultados obtenidos muestran que la germinación 
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se inicia antes en los tratamientos PCT, t20 y t30 (Figura 37). Este resultado 
coincide con el incremento de masa registrado en el ensayo de imbibición (Figura 
40). 
 
Figura 37. Dinámica de la germinación en horas, de las semillas de P. alpataco con 
escarificación química: inmersión en H2SO4 concentrado, durante 5 minutos (t5), 10 
minutos (t10), 20 minutos (t20), 30 minutos (t30), y escarificación mecánica con 
prueba de corte (PC) y prueba de corte total (PCT). 
 
ii Escarificación biológica 
Los resultados de germinación de las semillas provenientes de escarificación 
biológica se muestran en la Tabla 15.  
Debido a que el número de semillas extraídas de heces de zorro fue bajo, no se 
realizaron las repeticiones correspondientes. Por ello, este tratamiento no fue 
incluido en el análisis estadístico no paramétrico (Kruskall - Wallis). 
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Tabla 15. Influencia de la escarificación biológica sobre la germinación de P. 
alpataco.  
Tratamiento  CG  
(%) 
VM  
n° sem/día 
EG 
(%) 
TMG 
(días) 
IVG 
ñandú 9a 0,65a 9a 4,04a 0,90a 
zorro 12 3 8 1,25 3,5 
Control  35b 2,25a 23a 3,46a 3,15b 
p-valor 0,028 0,057 0,010 0,31 0,007 
Medias con superíndices no comunes presentan diferencias significativas (p<0,05). 
Referencias: CG: Capacidad Germinativa, VM: Valor máximo de germinación, EG: 
Energía Germinativa, TMG: Tiempo Medio de Germinación, GDM: Germinación 
Diaria Media, IVG: Índice de Velocidad de Germinación o Índice de Maguire´s. 
De la Tabla 15 se desprende que, excepto en la capacidad germinativa, los demás 
parámetros evaluados no arrojaron diferencias significativas entre las semillas no 
escarificadas y las provenientes de heces de ñandú. Sin embargo, el TMG de éstas 
últimas fue superior respecto del control.  
El resultado obtenido sobre el porcentaje final de semillas germinadas indica que 
aquellas provenientes de escarificación biológica no superaron el porcentaje del 
tratamiento control (Figura 38).  
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Figura 38. Porcentaje de germinación de semillas de P. alpataco que atravesaron 
el tracto digestivo de ñandú (escarificación biológica) y semillas control, sin ningún 
tipo de escarificación (diferencias significativas p<0,05). 
Las semillas provenientes de heces de ñandú que presentaron daños aparentes 
como coloración verdosa, hinchadas o con el tegumento arrugado (Figura 39a), no 
germinaron al ser incubadas en estufa de cultivo a 30 ºC y oscuridad (Figura 39b). 
 
Figura 39. Semillas de P. alpataco provenientes de heces de ñandú. a) semillas con 
daño aparentes (tegumentos arrugados, verdosas o hinchadas); b) semillas 
incubadas para la germinación. Las semillas que presentaban signos de daño 
aparente, luego no germinaron. 
2.5.2.3 Curva de imbibición (30ºC) 
Los resultados obtenidos del incremento de masa (en porcentaje) durante el 
proceso de imbibición para los diferentes métodos de escarificación evaluados, a 
30 ºC (temperatura óptima), se muestra en la Figura 40. 
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Figura 40. Variación de la masa de las semillas de P. alpataco durante las primeras 
10 horas de imbibición, a 30 ºC (temperatura óptima), según el método de 
escarificación aplicado: escarificación química (inmersión en H2SO4 concentrado 
durante 2 (t2), 5 (t5), 10 (t10), 20 (t20) y 30 minutos (t30); escarificación mecánica: 
prueba de corte (PC) y prueba de corte total (PCT), y control (K). 
 
Como se observa en la Figura 40, la cinética de imbibición mostró un patrón de 
incremento de masa en función del tiempo, en todos los tratamientos de 
escarificación aplicados. Dicho incremento fue mayor a medida que aumentó el 
tiempo de inmersión en ácido sulfúrico o la eliminación del tegumento a través de la 
Prueba de Corte Total (PCT). 
En todas las semillas escarificadas el incremento de masa fue superior al 100%. 
Este incremento fue mayor en los tratamientos t30 y PCT. Estos resultados se 
corresponden con los obtenidos en los ensayos de germinación, donde t30 y PCT 
presentaron el menor tiempo de germinación (TMG) (Figura 37). 
Las semillas no escarificadas sólo absorbieron el 12,65% de agua respecto del valor 
inicial al finalizar el ensayo (P=14). 
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En los tratamientos de escarificación química, se observó que a mayor tiempo de 
inmersión en H2SO4 concentrado, mayor cantidad de tegumento desprendido hacia 
el agua durante los enjuagues correspondientes a cada tratamiento. Así, las 
semillas pertenecientes al control no perdieron tegumento mientras que la mayor 
pérdida se produjo en los tratamientos de 20 y 30 minutos de inmersión en ácido 
(t20 y t30) (Figura 41). Esta pérdida de tegumento en los demás tratamientos (t2, 
t5, t10 y PC) produjo una disminución del peso al finalizar la escarificación, respecto 
del peso inicial (P1<P0) (Figura 42). 
Las semillas de los tratamientos t20, t30 y PCT liberaron mayor cantidad de 
tegumento al agua respecto a los demás tratamientos y, a pesar de ello, 
incrementaron su masa al finalizar la escarificación (P1>P0) (1%, 25% y 10%, 
respectivamente), debido a que iniciaron antes la imbibición (durante los 
enjuagues). 
 
Figura 41. Enjuague de las semillas de P. alpataco al finalizar la escarificación. a) 
Semillas sin escarificar donde no se observó pérdida de tegumento; b) semillas 
escarificadas con una inmersión en H2SO4 concentrado durante 10 minutos, con 
liberación de tegumento al agua; c) semillas escarificadas 30 minutos en H2SO4 
concentrado, con mayor restos de tegumento en el agua de enjuague. 
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Figura 42. Variación de la masa (en gramos) de las semillas de P. alpataco producto 
de la absorción de agua durante los primeros 50 minutos de imbibición (P1 y P2), a 
las 5 horas (P10) y al finalizar el ensayo 9 horas (P14), según el método de 
escarificación aplicado: escarificación química (inmersión en H2SO4 concentrado 
durante 2 minutos (t2), 5 minutos (t5), 10 minutos (t10), 20 minutos (t20) y 30 
minutos (t30); escarificación mecánica: prueba de corte (PC) y prueba de corte total 
(PCT), y control (K). 
 
El incremento de masa de las semillas se vio reflejado en la velocidad de 
germinación (TMG) en todos los tratamientos (ver en punto 2.5.2.2). 
La Figura 43 muestra que tanto la escarificación química con 30 minutos H2SO4 
concentrado (t30) como la escarificación mecánica con prueba de corte total (PCT) 
aumentaron significativamente el nivel de absorción de agua durante la imbibición. 
Esto se vio reflejado en el incremento de masa de las semillas (en porcentaje).  
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Figura 43. Incremento de masa de las semillas de P. alpataco durante la imbibición 
a 30 ºC (en horas), según el método de escarificación aplicado. Escarificación 
química, inmersión en H2SO4 concentrado durante 30 minutos (t30), escarificación 
mecánica con corte total de los bordes seminales (PCT) y semillas no escarificadas 
o control (K).  
2.5.2.4 Evaluación de la radícula de las plántulas obtenidas. 
Los valores obtenidos de la longitud de la radícula en plántulas provenientes 
de los tratamientos (t10, t20, t30, PC y PCT) se presentan en la Tabla 16. 
En la Tabla 16 se observa que al primer día de ensayo fue mayor el crecimiento de 
las plántulas obtenidas del tratamiento en 30 minutos de H2SO4 (t30). Al segundo 
día ésta diferencia se produce tanto en t30 como PCT, donde la media de longitud 
de la radícula no presentó diferencias significativas. 
Los resultados muestran que las plántulas obtenidas a partir del tratamiento en 30 
minutos de H2SO4 (t30) presentaron mayor longitud de la radícula durante el primer 
y segundo día de ensayo, respecto de los demás tratamientos (Tabla 16 y Figuras 
44 y 45). Estas diferencias significativas (p< 0,05) fueron además observadas en el 
análisis de comparaciones múltiples (prueba de contrastes ortogonales) entre t30 y 
los demás tratamientos, para cada día de ensayo. 
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Tabla 16. Medias de la longitud (en centímetros) de la radícula de plántulas de P. 
alpataco durante el primer y segundo día de ensayo, en diferentes tratamientos: 
escarificación química, inmersión en H2SO4 concentrado durante 30, 20 y 10 
minutos (t30, t20 y t10, respectivamente) y escarificación mecánica con corte simple 
y total de los bordes seminales (PC y PCT, respectivamente).  
Tratamiento  Día 1 Día 2 
t10 0,49a 2,07bc 
t20 0,77ab 1,87ab 
t30 1,07b 2,25a 
PC 0,32a 2,36c 
PCT 0,76ab 1,49a 
p-valor 0,0021 0,0001 
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p<0,05). 
En el primer día, los tratamientos t20 y PCT presentaron un comportamiento similar, 
mientras que al día siguiente, esto ocurrió entre PCT y t30 (Figuras 44 y 45). Este 
mismo resultado se obtuvo al comparar las longitudes de la radícula de estos 
tratamientos, en cada día de ensayo (Figura 46). 
 
Figura 44. Medias de longitud de radícula de plántulas de P. alpataco en los 
tratamientos al primer día de ensayo a 30ºC, según el método de escarificación 
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aplicado. Escarificación química, inmersión en H2SO4 concentrado durante 30, 20 
y 10 minutos (t30, t20 y t10, respectivamente) y escarificación mecánica con corte 
simple y total de los bordes seminales (PC y PCT, respectivamente). 
 
 
Figura 45. Medias de longitud de radícula de plántulas de P. alpataco en diferentes 
tratamientos al segundo día de ensayo a 30 ºC, según el método de escarificación 
aplicado. Escarificación química, inmersión en H2SO4 concentrado durante 30, 20 
y 10 minutos (t30, t20 y t10, respectivamente) y escarificación mecánica con corte 
simple y total de los bordes seminales (PC y PCT, respectivamente). 
 
 
Figura 46. Longitud de la radícula durante el primer y segundo día de ensayo, en 
los tratamientos escarificación química con una inmersión en H2SO4 concentrado 
durante 30, 20 y 10 minutos (t30, t20 y t10, respectivamente) y escarificación 
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mecánica con corte simple y total de los bordes seminales (PC y PCT, 
respectivamente). 
2.5.2.5 Viabilidad 
La prueba de viabilidad fue realizada en las semillas no germinadas de los 
ensayos de ruptura de dormancia (control, t2 y semillas con escarificación biológica 
aisladas a partir de heces de ñandú). Estas semillas, incubadas durante 10 hs en 
una solución de tetrazolio al 1% (p/v), presentaron una matriz de color rojo y rosado 
indicando un 100% de viabilidad. En la Figura 47 se muestra la tinción de los tejidos 
de la semilla, donde se observa un embrión recto, que ocupa toda la cavidad 
seminal y los dos cotiledones.  
El 100% de las semillas que no germinaron en los ensayos anteriores (controles y 
t2) y cuya viabilidad fue evaluada a través de la escarificación mecánica (PCT) 
germinaron al finalizar el ensayo. Los resultados de la prueba de tetrazolio sumados 
a los obtenidos de la germinación, luego de la escarificación, indican que el embrión 
de estas semillas permanece vivo y confirman su viabilidad. 
 
Figura 47. Prueba de tetrazolio en semillas de P. alpataco. a) Patrón de tinción 
obtenido. b) detalle del embrión, con las regiones meristemáticas intactas (ápice 
caulinar, meristema fundamental y ápice radicular). 
Las semillas aisladas de heces de ñandú con daños visibles (coloración verdosa y 
tegumento arrugado) presentaron tejidos deteriorados o muertos que se pusieron 
de manifiesto con el tetrazolio (ver Figura 39). Estos se evidenciaron en diferentes 
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regiones de los cotiledones y/o embrión (Figura 48), según se muestra en la Figura 
49.  
 
Figura 48. Regiones de la superficie externa de la semilla de Prosopis. En la parte 
superior, extremo hilar con el funículo abajo; parte inferior: radícula y base de los 
cotiledones. Adaptado de Palacios & Bravo (1974-1975). 
 
Figura 49. Prueba de viabilidad con tetrazolio de semillas aisladas de heces de 
ñandú. a) área deteriorada o muerta en la zona distal del cotiledón; b) áreas 
deterioradas o muertas en la zona distal y proximal del cotiledón en correspondencia 
con áreas deterioradas o muertas en el eje embrional; c) áreas deterioradas o 
muertas en las zonas distal y proximal del cotiledón; d) área deteriorada o muerta 
abarcando una parte de la zona central del cotiledón. 
2.5.2.6 Vigor (evaluado a través de métodos indirectos) 
i Prueba de conductividad eléctrica 
En la Tabla 17 pueden observarse los valores registrados luego de 24 horas 
de inmersión en agua a 20 ºC (materiales y métodos 2.4.2.7). 
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Tabla 17. Valores obtenidos de la medición de la Conductividad eléctrica del 
lixiviado de semillas de P. alpataco. 
 Conductividad 
(µS.cm-1.gr-1) 
Conductividad / Peso de la 
muestra  (µS.cm-1.gr-1) 
Muestra A 12,94 5,67 
Muestra B 11,73 5,1 
Control negativo 23,68 51,9 
Control 1 (agua destilada) 4,25 - 
Control 2 (agua corriente) 2,74 - 
 
Las semillas con daño (control negativo) fueron las que mayor valor de 
conductividad registraron. Durante la inmersión de las semillas pertenecientes a las 
muestras A y B se observaron algunos eventos de germinación (Figura 50). Por 
otra parte, luego que las muestras fueron mantenidas en agua durante una semana, 
los eventos de germinación en las muestras A y B aumentaron. El valor de 
conductividad/peso (menor de 25 μS.cm-1.gr-1) indica que A y B tienen alto vigor. 
 
Figura 50. Prueba de conductividad eléctrica del lixiviado. Inmersión en agua de las 
semillas de P. alpataco, muestra de semillas A. Puede observarse algunos eventos 
de germinación durante el ensayo. 
 
ii Prueba colorimétrica 
En la izquierda de la Figura 51 se observa la coloración obtenida con semillas 
de P. alpataco, luego de la incubación de 24 hs en agua (tomadas del experimento 
 206 
anterior) y el agregado de la solución indicadora. A la derecha, la figura muestra la 
coloración utilizada como referencia en Pisum sativum L. (Gallo et al., 2012). 
 
 
Figura 51. Prueba colorimétrica del exudado; a) coloraciones rosa intenso 
obtenidas del exudado de las semillas de P. alpataco (izquierda); b) coloraciones 
del exudado de semillas de arveja luego del agregado de la solución indicadora, 
utilizado como patrón de referencia. A) incolora (semilla no viable); B) rosa pálido 
(semilla no viable); C) rosa intenso (semilla viable). Adaptado de Gallo et al., (2012). 
2.5.3 Micropropagación de P. alpataco 
El establecimiento de cultivo de tejidos de P. alpataco mostró diferentes 
respuestas de acuerdo al tipo de explante y al medio de cultivo utilizado. La Tabla 
18 muestra los explantes iniciales, el medio de cultivo y los resultados obtenidos en 
cada caso.  
Tabla 18. Tipo de explante introducido, medio de cultivo utilizado y respuesta 
morfogénica obtenida en P. alpataco. 
 207 
 
2.5.3.1 Organogénesis: enraizamiento in vitro y obtención de brotes. 
La Tabla 19 muestra la respuesta morfogénica de los explantes cultivados 
en medios de Murashige & Skoog (MS) con diferentes concentraciones de ANA 
(0; 1; 1,5 y 3 mg/l), después de 30 días de cultivo in vitro. El análisis estadístico 
reveló que no existen diferencias significativas (p≤ 0,05) entre los distintos 
tratamientos realizados.  
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Tabla 19. Efecto del ácido naftalenacético (ANA) sobre la organogénesis directa e 
indirecta de secciones nodales de P. alpataco cultivadas en condiciones in vitro. 
 
ANA 
(mg/l) 
Enraizamiento 
(%) 
N°raíces/ 
expante 
Long. de raíces 
(cm) 
Explantes 
con brotes 
(%) 
Explantes 
con callos 
(%) 
t0: 0 4,60 1,00 2,80 83,33 10 
t1: 1 16,67 1,00 1,80 58,33 16,66 
t2: 1,5 16,67 1,00 1,50 33,33 38,83 
t3: 3 37,04 1,67 1,07 18,75 47,91 
Los datos corresponden al promedio de tres repeticiones por tratamiento con N= 12 
explantes.  
Como se desprende la Tabla 19, el número de secciones nodales enraizadas fue 
superior en la mayor concentración evaluada de ANA (3 mg/l). Sin embargo, de la 
comparación de las longitudes de las raíces obtenidas en cada caso, surgió que 
las correspondientes a este tratamiento (t3) fueron las que raíces que menor 
longitud presentaron.  
El número de secciones nodales que formaron callos fue en aumento, a medida que 
la concentración de ANA fue mayor. Lo opuesto ocurrió con los brotes obtenidos, 
donde el mayor número de explantes que produjeron brotes se observó en el 
tratamiento sin reguladores de crecimiento (control) y el menor (18,75) en ANA 3 
mg/l. El tratamiento control produjo un promedio de 6 brotes / explante, sin embargo 
éstos permanecieron sin elongar en el mismo medio de cultivo (Figura 52). 
 
Figura 52. Múltiples brotes obtenidos por organogénesis indirecta de secciones 
nodales de P. alpataco cultivadas en MS libre de reguladores de crecimiento. 
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Se observaron diferencias cualitativas en el tipo de respuesta organogénica, según 
el explante inicial utilizado. Cuando el material vegetal consistió en secciones 
nodales apicales, se formaron callos intercalares con brotes, mientras que el cultivo 
de secciones intercalares favoreció el proceso de enraizamiento a partir de un callo 
formado en la zona de corte de los explantes. Los callos obtenidos a partir de 
secciones nodales presentaron capacidad morfogénica (obtención de brotes y/o 
raíces) y, a pesar de tratarse de una especie leñosa, no se registraron problemas 
de oxidación. En la Figura 53 se muestran secciones nodales enraizadas obtenidas 
mediante organogénesis indirecta e indirecta. 
 
Figura 53. a y b) enraizamiento de secciones nodales vía organogénesis directa de 
P. alpataco; c) enraizamiento de secciones nodales vía organogénesis indirecta. 
2.5.3.2 Inducción de embriogénesis somática 
Los cotiledones con el eje embrional fueron los explantes juveniles adecuados 
para inducir la embriogénesis somática indirecta en esta especie.  
El 10% de los explantes cotiledonares sin eje embrional produjeron callo a partir de 
la superficie de corte, luego de 10 días de cultivo en el “medio de inducción a la 
embriogénesis” descripto en Materiales y Métodos (Figura 54a). Estos callos se 
volvieron oscuros, de lento crecimiento, y compactos. Por ello, a partir de estos 
resultados, sólo se continuó con el cultivo de los explantes cotiledonares con eje 
embrional (Figura 54b). Cabe destacar que en ausencia de carbón activado durante 
esta etapa, el 90% de los explantes sufrieron necrosis a los quince días del cultivo 
y presentaron signos de oxidación, mientras que el tejido comenzó a ablandarse y 
volverse translúcido (Figura 54c).  
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Figura 54. Respuesta de las secciones cotiledonares y cotiledones completos sin 
eje embrional de P. alpataco a la inducción de embriogénesis somática. a) inicio de 
callogénesis en explantes con corte; b) inicio de callogénesis en explantes sin corte 
y con eje embrional decapitado; c) necrosis de los cotiledones completos. 
 
A los 30 días de cultivo en medio de inducción de embriogénesis, los explantes 
cotiledonares con eje embrionario formaron callos, los cuales presentaron una 
rápida división celular para luego dar lugar a la formación de embriones somáticos.  
El 40% de los callos diferenciaron embriones somáticos en distintos estados de 
desarrollo (Figuras 55c y 56). En las etapas iniciales del desarrollo de la 
embriogénesis somática, los embriones fueron principalmente globulares (Figura 
55b), luego emergieron embriones de diferentes estadios en forma simultánea 
(Figura 55c y 56). 
El inicio de la callogénesis fue a partir del eje embrional (Figura 55 a y b). Los callos 
presentaron al inicio una coloración marrón oscura y a los 10 días de cultivo se 
observaron áreas localizadas verdes. Luego de 60 días de incubación en el mismo 
medio de cultivo (MS sin reguladores de crecimiento), la masa de células de callo 
continuaron dividiéndose para originar en primer lugar embriones en estadios 
globulares, verdes y pequeños que se observaron a modo de protuberancias sobre 
la superficie de los callos (Figura 55b). Luego se observaron embriones en forma 
de corazón, torpedo y cotiledonar (Figuras 55c, 56). En general, las características 
esenciales del desarrollo de embriones somáticos, especialmente después de la 
etapa globular, fueron comparables a las de los embriones cigóticos (Figura 57). 
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Figura 55. Etapas de la embriogénesis somática indirecta de P. alpataco.  
 
 
Figura 56. Embriogénesis somática a partir de callos de P. alpataco. Se observa la 
formación de embriones en estado globular (G), corazón (C), torpedo (T) y 
cotiledonar, fase temprana (D). 
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Figura 57. Proceso completo de embriogénesis somática a partir de una célula 
superficial del explante. Figura izquierda tomada de S. Pujari (Online); derecha: 
embriogénesis en P. alpataco. 
 
2.5.3.3 Producción de embriones. 
La producción de embriones somáticos fue cuantificada a partir de callos 
incubados 60 días en medio MS libre de reguladores de crecimiento. El número 
promedio de embriones somáticos desprendidos luego de la inmersión en agua y 
agitación de los callos embriogénicos fue de 83,64 embriones / gramo de peso 
fresco de callo. El mayor número de embriones / gramo de peso fresco de callo 
obtenido fue de 192. 
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2.5.3.4 Maduración de los embriones. 
En la Tabla 20 se muestran los resultados obtenidos de los ensayos 
exploratorios que se realizaron para inducir la maduración de los embriones 
somáticos de P. alpataco. 
Tabla 20. Medios de cultivo utilizados y resultados obtenidos en ensayos 
preliminares, tendientes a optimizar la maduración de los embriones somáticos de 
P. alpataco. 
 
Como se observa en las figuras incluidas en la Tabla 20, los embriones somáticos 
sufrieron malformaciones, hiperhidricidad y oxidación parcial o completa en las 
condiciones de cultivo ensayadas. Por otra parte, el repique de los embriones 
somáticos a tubos de ensayo con puente de papel de filtro conteniendo ½ MS 
líquido, no indujo su maduración, los cuales detuvieron su crecimiento.  
Debido a los resultados preliminares obtenidos (Tabla 20), los callos embriogénicos 
se mantuvieron en un medio de cultivo ½ MS libre de reguladores de crecimiento y 
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de carbón activado. Bajo estas condiciones, los embriones somáticos generan 
embriogénesis somática secundaria (Figura 58) o completan su desarrollo hasta la 
formación de un par de hojas verdaderas. La tasa de conversión a plántula fue del 
10% (Figura 59). 
 
 
Figura 58. Embriogénesis secundaria o recurrente en P. alpataco, en medio ½ MS.  
 
Figura 59. Plántulas completas obtenidas a partir de embriones somáticos de P. 
alpataco en un medio de cultivo ½ MS.  
En la Figura 60 se presenta un esquema del proceso completo de obtención de 
plantas de P. alpataco vía embriogénesis somática, indicando el explante, el medio 
de cultivo y el tiempo hasta obtener plantas.  
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Figura 60. Proceso completo de obtención de plántulas de P. alpataco vía 
embriogénesis somática. 
 
2.5.4 Análisis microscópico de procesos de morfogénesis in vitro. 
2.5.4.1 Anatomía e histología de callos embriogénicos 
Se analizaron microscópicamente callos morfogénicos obtenidos en medio 
cultivo de medio de inducción, y se observaron células típicas de callo pudiéndose 
diferenciar células pro-embriogénicas (ce) y no embriogénicas (cne) (Figura 61).  
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Figura 61. Callo embriogénico de P. alpataco obtenido a partir de cotiledones con 
eje embrional en medio para inducción de embriogénesis somática. Diferenciación 
de células embriogénicas (ce) y no embriogénicas (cne). Escalas: 100 µm. 
 
Las células no embriogénicas se caracterizaron por ser alargadas, de paredes 
delgadas, citoplasma poco denso, individualizadas, poco diferenciadas y muy poco 
coloreadas. Las embriogénicas, en cambio, presentaron forma redondeada, 
paredes relativamente gruesas, citoplasma denso y núcleo prominente; caracteres 
típicos de células meristemáticas y proembriogénicas (Figura 62). Estas 
características han sido descriptas en otros cultivos (Dussert et al., 1995).  
La embriogénesis de P. alpataco se inició en células individuales ubicadas en la 
periferia de los callos y desde células superficiales, a partir de células de 
proembrionales existentes (Figura 63).  
 
Figura 62. Detalle de distintos tipos celulares observados en la masa de callo de P. 
alpataco. a) células no embriogénicas (cne), alargadas y de paredes delgadas y b) 
 217 
embriogénicas (ce), con núcleo prominente y paredes relativamente gruesas. 
Escalas: 10 µm. 
 
Figura 63. División de las células meristemáticas superficiales de callo embriogénico 
de P. alpataco (Escala: 10 µm). 
Las células individuales comenzaron a dividirse y originaron un grupo de células 
meristemáticas (Figura 64), con alto contenido de almidón (Figura 65). Las 
divisiones observadas en estas células superficiales avalarían la hipótesis del origen 
unicelular de los embriones somáticos obtenidos de P. alpataco. Tales regiones de 
actividad mitótica formaron centros de crecimiento o meristemoides (Torrey, 1966), 
donde se produjeron inicios de histogénesis o diferenciación de tejidos.  
Las células que dieron origen a los proembriones presentaban gránulos de almidón 
que fueron observados en células de los callos embriogénicos (Figura 65). 
 
Figura 64. a) Células meristemáticas proembrionales cerca de la superficie del 
explante de P. alpataco (Escala: 100 µm); b) proembrión delimitado con una cutícula 
del resto del tejido parenquimático (Escala: 50 µm). 
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Figura 65. Granos de almidón en células de callo embriogénico de P. alpataco. a) 
escala: 10 µm; b) escala: 50 µm. 
En el interior de los callos se observó la iniciación de tejido procambial, de 
meristema fundamental y de protodermis (Figura 66). 
 
Figura 66. Histogénesis: diferenciación de tejidos embrionales de P. alpataco, a) 
meristema fundamental (A), protodermis (B) procambium (C). Escala: 100 µm; b) 
protodermis que delimita el embrión del tejido adyacente. Escala: 50 µm. 
Otros procesos de histogénesis observados fueron la formación de vasos 
xilemáticos aislados, y áreas con células de tipo meristemático (Figura 67). Estas 
regiones meristemáticas continuaron en activa división y, acompañado de un 
reordenamiento en longitud de las células de vaso, produjeron embriones somáticos 
en diferentes estadios de desarrollo (globular, corazón, torpedo y cotiledonar) con 
su tejido de conducción constituido (Figuras 68 y 69). 
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Figura 67 a y b. Diferenciación de vasos xilemáticos individuales (cx), y áreas con 
células meristemáticas (cm) en el callo embriogénico de P. alpataco. Escalas: 50 
µm. 
 
Figura 68. Reordenamiento en longitud de las células de vaso presentes en el callo 
embriogénico de P. alpataco, y formación del tejido de conducción propiamente 
dicho, indicado con una flecha. Escala: 50 µm. 
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Figura 69. Formación de embriones somáticos de P. alpataco en diferentes estadios 
(G) embrión en estado globular ya individualizado de la superficie del callo 
embriogénico; (C) de embrión en fase de corazón; (T) embrión en fase de torpedo; 
observándose claramente el ápice caulinar y el radicular bien diferenciados; (D) fase 
temprana del estado dicotiledonar. Escala: 100 µm. 
Los proembriones se observaron inicialmente creciendo en la masa embriogénica, 
individualizándose posteriormente como estructuras esféricas. Estas estructuras, 
originadas a partir de células individuales de la superficie del callo embriogénico, 
fueron variables en forma y tamaño y dieron lugar a las fases iniciales de los 
embriones somáticos (estado globular y corazón) (Figuras 70 y 71).  
 
Figura 70. Fases iniciales de los embriones somáticos de P. alpataco; a) estado 
globular incipiente; b) embrión somático globular con tejido de conducción 
desarrollado, en el centro de la estructura. Escalas: 100 µm. 
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Durante estas etapas embriogénicas, se observó la formación de tejido de 
conducción en el centro de los embriones somáticos, el cual no se extiendió por 
fuera de los mismos (Figura 71).  
Luego de la aparición de los primeros estadios embrionales, el alargamiento del eje 
hipocótilo-radícula definió la forma de torpedo, observándose claramente la 
diferencia entre el ápice radicular y el ápice caulinar, relacionado con el ápice 
meristemático. Este alargamiento fue acompañado de un reordenamiento del tejido 
vascular y de las células parenquimáticas adyacentes. Asimismo, la expansión y 
separación de los cotiledones marcó la fase cotiledonar, donde se observaron 
claramente los dos cotiledones y la zona del meristema apical con gran actividad 
mitótica. Se obtuvieron así, embriones en estado de torpedo y cotiledonar, 
comparables a las de los embriones cigóticos (Figura 72). 
 
 
Figura 71. Embrión somático de P. alpataco en estado de corazón. En el centro de 
se puede observar el tejido de conducción ya diferenciado y la falta de conexión con 
el tejido subyacente. Escala: 100 µm. 
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Figura 72. Embriones somáticos de P. alpataco en estado de torpedo (A) y fase 
temprana de embrión en estado dicotiledonar (B). Escala: 100 µm. 
Los estudios histológicos de muestras de callos embriogénicos preparadas con la 
técnica de squash, permitieron confirmar la formación de embriones somáticos ya 
que se pudo observar la falta de conexiones vasculares entre los tejidos 
embrionarios y los tejidos parenquimáticos del callo (Figura 73). 
 
Figura 73. Squash de los callos embriogénicos de P. alpataco. a) embrión somático 
de P. alpataco sobre tejido parenquimático del callo; b) zona de unión del embrión al 
explante (indicada con una flecha); c) zona de unión entre el embrión y el callo. (vx) 
vasos de xilema. Escalas: 100 µm. 
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Finalmente, los embriones somáticos obtenidos constituyen estructuras bipolares 
con una radícula y una plúmula. El extremo de la raíz siempre está orientada hacia 
el centro del callo o masa de células; mientras que el extremo plumular siempre 
sobresale de la masa de células. 
2.5.4.2 Anatomía e histología de callos organogénicos 
En las secciones histológicas de callos organogénicos, se pudo observar en 
un principio, la activación celular o desdiferenciación y posterior diferenciación, 
observándose la presencia de células con núcleos prominentes sobre la superficie 
de los callos que dieron origen a estructuras esféricas o protuberancias de color 
verde (Figura 74). Estos nódulos o protuberancias continuaron su diferenciación y 
luego de sucesivas divisiones mitóticas de las células epidérmicas o subepidérmicas 
de los explantes (Figura 75), incrementaron su nivel de organización hasta dar lugar 
a la formación de domos meristemáticos y primordios foliares. Luego se formaron 
estructuras monopolares con tejido procambial, donde aún no se encuentra 
diferenciado el ápice radicular.  
 
 
Figura 74. Activación celular en células superficiales (indicadas con flechas) sobre 
la superficie del callo morfogénico de P. alpataco, que darán origen a nuevas yemas. 
Escala: 100 µm. 
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Figura 75. Superficie del callo organogénico de P. alpataco. a) divisiones mitóticas 
de las células epidérmicas y subepidérmicas dan lugar a nuevas células que hacen 
que la superficie del explante aparezca ondulada. Escala: 50 µm. 
 
Los brotes, a diferencia de los embriones somáticos, son estructuras que no se 
desprenden fácilmente del resto del tejido parenquimático perteneciente al callo, 
debido a que están íntimamente unidos a él por el tejido vascular (Figura 76). 
Finalmente, se observó una reorganización histológica con la formación de un domo 
meristemático bien definido, elongación y reorganización del tejido parenquimático 
circundante y de los tejidos vasculares, que se dispusieron en sentido longitudinal 
(Figura 77).  
 
 
Figura 76. Organización de un ápice meristemático dentro del tejido matricial del 
callo de P. alpataco. Conexión vascular entre la yema y el parénquima adyacente 
(indicado con una flecha). Escala: 100 µm.  
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Figura 77. Brote de P. alpataco donde se evidencia una reorganización histológica 
con la formación del domo meristemático (A). La protodermis interrumpida donde se 
formará el ápice radicular (B) y (C) elongación del tejido parenquimático circundante 
y tejidos vasculares en sentido longitudinal. Escala: 50 µm. 
 
2.5.4.3 Histología de los brotes adventicios obtenidos in vitro 
El análisis histológico realizado con la técnica de diafanizado permitió observar 
algunas características de los folíolos obtenidos en condiciones in vitro. 
Vista en superficie, las paredes anticlinales de las células epidérmicas de la cara 
adaxial son rectas a levemente curvadas (Figura 78a). La epidermis es 
unistratificada, de paredes gruesas, sin tricomas ni papilas (Figura 78b).  
La elevada densidad de células epidérmicas se corresponde con la reducción del 
tamaño y volumen de las células, a veces acompañada de un incremento del 
espesor de las paredes (Figuras 78c y 80a).  
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Figura 78. a) Vista de la superficie de los folíolos de brotes adventicios de P. 
alpataco, obtenidos in vitro. Escala: 100 µm; b) Detalle de la epidermis, 
uniestratificada con células epidérmicas algo engrosadas y cutícula. Escala: 100 
µm; c) Células epidérmicas con las paredes anticlinales rectas a levemente 
curvadas. Escala 50 µm. 
Las células epidérmicas son alargadas en sentido perpendicular al órgano, poseen 
la pared periclinal externa engrosada y una cutícula bien diferenciada (Figura 79). 
 
Figura 79. Epidermis de folíolos de P. alpataco obtenidos in vitro, con células 
alargadas en sentido perpendicular al órgano, pared periclinal engrosada y una 
cutícula bien desarrollada. Escala 50 µm. 
 
La superficie epidérmica presentó numerosos estomas de tipo anomocíticos 
distribuidos de forma desordenada, fundamentalmente con cinco o seis células 
subsidiarias (Figura 80a). Se observó también la presencia aislada de estomas 
atípicos, hinchados (Figura 80b). Otra característica observada fue que los haces 
vasculares se extendieron hacia ambas epidermis. 
 
 227 
 
Figura 80. Superficie foliar de brotes adventicios de P. alpataco. a) estomas de tipo 
anomocítico; b) estoma atrofiado. Escala 50 µm. 
2.5.5 Aclimatación y rusticación de plantas obtenidas vía organogénesis y 
embriogénesis somática 
Las plantas de P. alpataco obtenidas in vitro vía organogénesis y 
embriogénesis somática fueron aclimatadas y rusticadas para lograr su posterior 
supervivencia en condiciones de invernadero y de campo. Durante la el periodo de 
rusticación en vermiculita, las plantas sufrieron un proceso de defoliación el cual se 
mantuvo durante los primeros diez días en sustrato. Seguidamente las plantas 
produjeron nuevos folíolos.  
Las plantas rusticadas fueron mantenidas en condiciones de invernadero y luego de 
3 meses aproximadamente, fueron ubicadas en un sombráculo. Actualmente se 
encuentran plantas de 1, 2 y 3 años de edad fisiológica en condiciones de campo, 
en el Vivero Provincial de Viedma, Dirección de Bosques y Desarrollo Forestal 
(Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca). La Figura 80 muestra la aclimatación 
y rusticación de las plantas completas de P. alpataco obtenidas por CTV.  
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Figura 81. Aclimatación (a), rusticación (b) y mantenimiento de condiciones de 
vivero (c) de plantas de P. alpataco obtenidas in vitro.  
 
2.5.6 Germinación de Condalia micropylla 
La Tabla 21 presenta los resultados de los tratamientos realizados a semillas 
de C. microphylla, que germinaron en condiciones de laboratorio. Cabe recordar 
que éstos fueron ensayos exploratorios, por lo que consistieron en tres repeticiones 
de N=10 (ver materiales y métodos).  
 
Tabla 21. Influencia de los tratamientos sobre la germinación de C. microphylla, 
entre los cuales no se observaron diferencias significativas (p>0,05). 
Tratamiento  CG  
(%) 
VM  
(días) 
EG 
(días) 
IVG GDM 
Corte de a zona basal con 
pinza, seguido de inmersión 
en agua corriente (48 hs) 
13,33 0,06 2 0,06 0,63 
Desgaste manual con lija 36,67 0,2 14 0,26 1,94 
Inmersión en H2SO4 conc 16,67 0,06 28 0,09 0,61 
Referencias: CG: Capacidad Germinativa, VM: Valor máximo de germinación, EG: 
Energía Germinativa, PE: Período de Energía, IVG: Índice de Velocidad de 
Germinación o Índice de Maguire´s, GDM: Germinación Diaria Media. 
 
Los parámetros evaluados no arrojaron diferencias significativas entre tratamientos 
(p>0,05) (Tabla 21). Sin embargo, las comparaciones ortogonales permitieron 
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establecer diferencias significativas (p<0,05) entre el porcentaje final de 
germinación obtenido (CG) con la escarificación con lija, respecto de los otros dos 
tratamientos evaluados (p-valor 0,09). Con este tratamiento se observó el mayor 
porcentaje de germinación (CG 36%), y la mayor germinación diaria media (GDM) 
y acumulada (GDA) (Figura 82) 
Los endocarpos que no fueron pretratados (control), no registraron eventos de 
germinación al finalizar el ensayo.  
 
Figura 82. Germinación diaria acumulada de endocarpos de C. microphylla con 
diferentes tratamientos pre-germinativos: escarificación mecánica por corte del 
endocarpo e inmersión en agua o desgaste del tegumento con lija y escarificación 
química con inmersión en H2SO4 concentrado. 
 
Los resultados de germinación en condiciones de invernáculo se presentan en la 
Tabla 22. Los endocarpos procedentes de drupas que sufrieron escarificación 
biológica presentaron los mayores valores de germinación, de índice de velocidad 
de germinación (IVG) y de la germinación diaria media (GDM). Sin embargo, la 
supervivencia las plántulas a los 50 días fue la menor respecto de las demás 
muestras (36,4%). Estos parámetros presentaron diferencias significativas respecto 
de los demás tratamientos (p<0,05) (Figura 83, Tablas 22 y 23). Las plantas 
obtenidas fueron mantenidas en condiciones de invernadero, donde continuaron su 
crecimiento (Figura 86). De la comparación de las drupas de diferente coloración 
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surge que los endocarpos provenientes de drupas rojas presentaron el menor 
porcentaje de germinación (CG) y el mayor tiempo en alcanzarlo (TMG) (Figura 83). 
Sin embargo, la supervivencia de las plántulas obtenidas a partir de drupas rojas 
fue del 100% (Tablas 22 y 23). La mortalidad ocurrió en forma gradual y comenzó a 
manifestarse a partir de la segunda semana de ensayo. Esto coincide con 
resultados preliminares obtenidos de la germinación en bandejas con sustrato. 
 
Tabla 22. Resultados de la germinación de semillas de C. microphylla obtenidos en 
condiciones de invernáculo, luego de 40 días de siembra de endocarpos de 
diferentes procedencias, con tratamiento mecánico (lija) e inmersión en agua 
durante una semana. 
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Figura 83. Germinación Diaria Acumulada en invernáculo, a partir de endocarpos 
de diferentes colores y obtenidos de heces de ñandú, seguido de una inmersión en 
agua a temperatura ambiente, durante una semana. 
 
Tabla 23. Supervivencia de las plántulas obtenidas en condiciones de invernáculo 
para cada tipo de muestra. 
 
La mortalidad de las plántulas ocurrió después de la aparición del hipocótilo sobre 
la superficie (Figura 84). Luego, el endocarpo permanece unido a los cotiledones y 
el hipocótilo continúa su crecimiento y elongación hasta que, luego de dos semanas, 
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el peso del endocarpo provoca el vuelco definitivo de la plántula (Figura 85). Por 
otra parte, la remoción manual del endocarpo generó daños irreversibles en los 
cotiledones y causó también la mortalidad de la plántula. Las plántulas que 
perdieron el endocarpo y sobrevivieron continuaron su crecimiento en condiciones 
de invernadero en el Vivero Provincial de Viedma, Dirección de Bosques y 
Desarrollo Forestal (Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca) (Figura 86). 
 
Figura 84. Germinación de C. microphylla en sustrato. a) aparición del hipocótilo y 
endocarpo; b) plántula en la que el endocarpo permanece unido a los cotiledones. 
 
 
Figura 85. Plántulas de C. microphylla en sustrato, a) plántulas con y sin endocarpo; 
b) vuelco irreversible de las plántulas provocado por el peso del endocarpo. 
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Figura 86. Plantas de C. microphylla crecidas en condiciones de invernadero (Vivero 
Provincial de Viedma). Edad: 4 meses. 
2.5.7 Evaluación de la imbibición de agua en los endocarpos 
Después de una semana de imbibición de los endocarpos de piquillín en una 
solución acuosa de azul de metileno se observó que en todos los casos, la superficie 
externa de los endocarpos presentó una coloración azul (Figuras 87, 88, 89, 90, 91, 
y 92). Sin embargo, en los cortes transversales se observó que, aun cuando el 
embrión se tiñó de azul producto de la imbibición, los tejidos del endocarpo que 
rodean al mismo permanecieron sin teñirse (Figuras 87, 90, 91). Esto permitió 
identificar los poros germinativos presentes en la zona basal del endocarpo como la 
vía de ingreso del agua hacia el/los embrión/es.  
 
Figura 87. Corte transversal del endocarpo de C. microphylla embebido en una 
solución acuosa de azul de metileno. Superficie externa teñida de azul, tejidos 
internos sin coloración.  
En los endocarpos que no fueron escarificados, el tejido externo hidrofóbico que 
bloquea los poros germinativos no permitió el ingreso de la solución hacia el interior 
de las semillas. De esta manera se observó que tanto el tejido protector como los 
embriones permanecieron sin teñir (Figura 88).  
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Figura 88. Endocarpo de C. microphylla embebido en azul de metileno, sin previa 
escarificación. a) Vista general del tejido que bloquea los poros germinativos, sin 
teñir; b) corte transversal del endocarpo con dos embriones que permanecieron sin 
teñir.  
Respecto de las diferentes metodologías de escarificación, las tinciones logradas 
en los endocarpos analizados indican que el ingreso de agua hacia los embriones 
depende fundamentalmente del grado de exposición alcanzado de los poros 
germinativos. Así, el agua penetra y llega hasta los embriones siempre que este 
tejido sea removido por completo. 
La escarificación con lija permite la liberación de los poros germinativos y 
consecuente ingreso del agua hacia el embrión (Figura 89). De los endocarpos 
escarificados con pinza (Figura 90a) se observó que cuando el corte dejó expuestos 
los poros germinativos, los embriones aparecen teñidos de azul (Figura 90b).  
 
Figura 89. Endocarpos de C. microphylla con escarificación mecánica con lija, 
embebidos en azul de metileno. a) Poro germinativo expuesto; b) tinción del embrión 
producto de la imbibición de agua con azul de metileno.  
 
 
Figura 90. Endocarpos de C. microphylla con escarificación mecánica con pinza, 
embebidos en azul de metileno. a) endocarpo sometido a corte de la región basal 
externa; b) el corte realizado no alcanzó a eliminar el tejido que bloquea los poros 
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germinativos (remoción parcial) y el embrión permaneció sin teñir; c) el corte con 
pinza logró remover por completo el tejido que obtura los poros germinativos 
(indicados con flechas).  
En la mayoría de los endocarpos evaluados, el corte solo permitió una remoción 
parcial de los tejidos basales y por ello no presentaron el embrión teñido (Figura 
90c). Resultados similares fueron observados en los endocarpos procedentes de 
heces de ñandú y en aquellos que fueron sometidos a escarificación química 
(H2SO4). Según el grado de escarificación logrado, se encuentran casos con 
embriones embebidos y otros en donde este proceso no ocurrió (Figuras 91, 92 y 
93).  
 
Figura 91. Endocarpos de C. microphylla procedentes de heces de ñandú, 
embebidos en azul de metileno. a) diferente grado de escarificación y remoción del 
tejido basal externo; b) diferente grado de imbibición.  
 
 
Figura 92. Endocarpos de C. microphylla con escarificación química (H2SO4) 
durante 3 hs, embebidos en azul de metileno. a) zona basal externa luego de la 
escarificación; b) corte transversal del endocarpo. Se observa la superficie externa 
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del endocarpo desgastado por la acción del H2SO4 y el embrión que permanece sin 
teñir. 
 
Figura 93. Endocarpos de C. microphylla con escarificación química (H2SO4) 
durante ocho horas, embebidos en azul de metileno. a) zona basal externa luego de 
la escarificación; b) tejidos de la región basal dañados por la acción del H2SO4 
concentrado; c) superficie externa del endocarpo desgastada y endosperma teñido 
de azul; d) evidencia de daño del embrión, que permaneció sin teñirse de azul. 
2.6 DISCUSION 
Como resultado de este trabajo de investigación, pudimos determinar las 
fenofases, zonas de colecta, épocas de recolección y modo de almacenamiento de 
frutos y semillas de alpataco y de piquillín. Todos estos parámetros resultan 
fundamentales para la viverización de especies nativas (Beider, 2012). 
El periodo de recolección depende de la fenología y de las condiciones ambientales 
en las cuales se desarrollan las semillas de las distintas especies. Las semillas 
deben ser colectadas cuando se encuentren completamente maduras fisiológica y 
estructuralmente. Este punto se alcanza cuando entran en la etapa de diseminación, 
siendo entonces este el momento ideal para la colecta (Beider, 2012).  
La fecha de recolección de semillas de alpataco y piquillín en la región del monte, 
Patagonia, es entre los meses de enero a marzo. Si bien se ha encontrado bastante 
información fenológica para los Prosopis (Ffolliott & Thames ,1983), no ocurre lo 
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mismo para el caso de Condalia. Según el Informe de la Fase I del proyecto 
FAO/CIRF (FAO, 1980), las estaciones de recolección de semilla de P. alpataco en 
Chile son de febrero a marzo o abril; diciembre a marzo, en Perú; y a partir del mes 
de agosto, en México. En Argentina, Vega Riveros (2009) cosechó las semillas de 
P. alpataco en la Provincia de Mendoza en el mes de abril, coincidiendo con lo 
expuesto por Agüero (2009), quien indicó que los frutos están maduros en los meses 
de abril y mayo, en Chubut. En este trabajo (Provincia de Río Negro) se ha 
observado que P. alpataco florece entre diciembre y enero. Las plantas que florecen 
en diciembre son las primeras en fructificar y maduran en enero. En las plantas con 
floración más tardía, los frutos maduran en febrero-marzo. En el mes de abril los 
frutos persisten en las plantas. Por ello, se determinó como adecuado la colecta de 
los frutos en los meses de enero, febrero y marzo. Vega Riveros et al. (2011) indican 
que existe solapamiento de frutos de distintos periodos de fructificación, ya que los 
frutos permanecen en la planta madre durante dos o tres años. Esto no fue 
observado en las plantas madres elegidas para este trabajo, lo que podría deberse 
a la acción de los fuertes vientos predominantes en la región de colecta.  
Se observó la alternancia de producción de frutos en P. alpataco y diferencias en 
el grado de maduración de los frutos entre sitios de muestreo. Esta diferencia de 
maduración de frutos entre individuos ha sido antes mencionada para otras 
especies de Prosopis. En este sentido, Karlin et al. (2005) indicaron diferencias de 
maduración de entre 20 y 40 días entre rodales o individuos de una misma especie. 
En muchos casos, los frutos de P. alpataco en la Patagonia, no permanecen en la 
planta madre hasta el comienzo de la próxima fase reproductiva. La pérdida 
adelantada de los frutos fue observada anteriormente por Vega Riveros (2009). 
Esto podría asociarse con la herbivoría y a las condiciones ambientales reinantes, 
teniendo en cuenta la presencia de fuertes y constantes vientos del oeste que 
caracterizan la región Patagónica. 
Las observaciones fenológicas indican que con bastante frecuencia la floración y 
fructificación de los Prosopis varían de un año a otro e incluso durante un mismo 
año y de un árbol a otro de la misma población. Algunas de las variaciones que 
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ocurren dentro de la población en su fructificación se han atribuido a diferencias en 
el grado de atracción de las inflorescencias para los insectos durante una 
determinada estación floral. Las fluctuaciones en las poblaciones de los insectos 
chupadores juegan también su papel en la determinación de la cantidad de frutos 
incipientes que abortan en un año en particular (Ffolliott & Thames ,1983).  
Un bajo porcentaje de las flores produce frutos en última instancia y solamente unos 
pocos pueden producir semillas viables. Una polinización inadecuada y los daños 
causados por los insectos son las mayores causas de esta baja proporción. En 
efecto, menos de un tres por ciento de las flores producidas por árboles de Prosopis 
maduros inician el desarrollo del fruto. Los frutos requieren aproximadamente tres 
meses para madurar y, durante ese tiempo, se encuentran expuestos a fuertes 
ataques por parte de los insectos, especialmente los pertenecientes a la familia 
Bruchidae (Mazzuferi et al., 1994; Aristóbulo, 1983; Díaz & Karlin, 1983) que se 
alimentan exclusivamente de la semilla (Kingsolver et al., 1977). Resulta entonces 
importante preservar los frutos. Por ello, para este estudio los frutos fueron 
almacenados en sobres de papel, bajo condiciones controladas de humedad, luz y 
temperatura (0 °C – 5 °C). La alta viabilidad y vigor de las semillas, muestra que el 
almacenaje fue adecuado.  
Con el propósito de acelerar y uniformar la germinación de semillas de P. alpataco 
y C. microphylla, se probaron en laboratorio tratamientos pregerminativos. Los 
resultados de este trabajo de investigación señalan que los tratamientos que 
favorecen la germinación según todos los parámetros evaluados son los 
tratamientos t30 y PCT para Prosopis alpataco y la escarificación mecánica que 
asegure la liberación de los poros germinativos, para Condalia microphylla. 
El conocimiento adecuado del proceso de germinación, los factores que la influyen 
y cómo lo hacen, resulta fundamental para gestionar el establecimiento y 
regeneración de las plantas bajo condiciones naturales, especialmente cuando se 
trata de reforestar áreas degradadas o marginales con especies nativas. Para que 
la germinación ocurra, se requiere de la concurrencia de varios factores. La 
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germinación se basa en cinco procesos: (1) imbibición - el proceso físico de 
absorción de agua; (2) activación - puesta en marcha de la maquinaria de síntesis 
y degradación de los sistemas enzimáticos; (3) división y elongación celular; (4) 
ruptura de la cubierta seminal por el embrión y (5) establecimiento de la plántula 
como ente autónomo. 
La tasa de imbibición se ve afectada por varios factores que pueden determinar la 
respuesta a germinación de las semillas. Estos factores son: 1) permeabilidad de 
la cubierta seminal; 2) concentración del agua; 3) temperatura; 4) presión 
hidrostática; 5) área de la semilla en contacto con el agua; 6) fuerzas 
intermoleculares; 7) diferencias entre especies; 8) absorción diferencial por partes 
de la semilla como la cubierta seminal (testa, pericarpo, etc.) y otros como madurez, 
composición química y edad de la semilla. 
Para que las semillas de Prosopis germinen, el endocarpo debe quebrarse o ser 
eliminado, y deben operar dos procesos: absorción de agua e intercambio de 
gases. Con el inicio de estos procesos, el embrión comienza a crecer con la 
elongación y división celular. Al final, la radícula penetra la cubierta protectora 
(Ffolliott & Thames, 1983). Las semillas de P. alpataco necesita de ciertos 
tratamientos de escarificación que permitan la germinación (Villagra et al., 2010). 
Se ha observado que las semillas escarificadas mecánicamente no presentan fase 
estacionaria, o ésta es muy corta luego de la imbibición (Villagra, 1995, 1998).  
La temperatura es a menudo el principal factor que controla la germinación (García 
Huidobro et al., 1982; Shafii & Price, 2001), actúa sobre las enzimas que intervienen 
en el proceso de germinación y afecta tanto la tasa como el porcentaje final de 
germinación (Bewley & Black, 1994). 
El efecto de la temperatura sobre la germinación es muy variable. En muchas 
especies, las semillas presentan un estado de termo-inhibición al ser expuestas a 
temperaturas superiores a la óptima (Gutterman, 1994). En otras, la exposición de 
las semillas a elevadas temperaturas causan letalidad y esto se evidencia con una 
fuerte reducción tanto en el porcentaje como en la velocidad de germinación 
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(Cabello et al., 2001 - 2002). En el caso P. alpataco, aún las temperaturas más 
elevadas probadas, 40 y 45 ºC, no resultaron letales para las semillas.  
Para cada clase de semillas existe una temperatura mínima y una máxima en la 
que ocurre la germinación. La temperatura óptima de germinación para P. alpataco 
determinada en esta tesis fue de 30 ºC. Villagra (1995) reportó los 35 ºC como la 
temperatura óptima de germinación para P. alpataco, sin embargo, nuestros 
resultados presentan una diferencia de 5 ºC debajo de lo establecido por este autor. 
Esta diferencia de la temperatura óptima registrada, podría deberse a un ajuste 
térmico a las temporadas de mayor disponibilidad de agua (Villagra et al., 2010). 
En esta región del monte, las precipitaciones están concentradas en los meses de 
enero y marzo, meses en los que se registran temperaturas medias de entre 29,8 
y 25,3 ºC, respectivamente (anexo II).  
En este trabajo de investigación no logramos evaluar cuantitativamente la 
germinación de Condalia microphylla bajo las condiciones de laboratorio utilizadas. 
La germinación de esta especie ocurre en periodos muy prolongados de tiempo, lo 
que favorece la contaminación fúngica de las semillas e impide evaluar los 
parámetros germinativos estándares. Por ello, la germinación de piquillín se realizó 
bajo condiciones de invernáculo, donde las condiciones de ambientales no fueron 
controladas. 
Como se mencionó, además de la temperatura, la tasa de imbibición se ve afectada 
por otros factores que pueden determinar la respuesta a germinación de las 
semillas, como la permeabilidad de la cubierta seminal. En general, las semillas con 
cubierta seminal impermeable al agua se denominan "semillas duras". Este tipo de 
latencia es muy común en la familia Leguminosae y algunas especies 
Rhamnaceae. La testa en leguminosas y el endocarpo en esta familia, actúan como 
barrera al agua. La ruptura de la barrera se puede lograr manualmente o por medio 
mecánicos o químicos.  
En este estudio, las diferencias de masa indican que las semillas no escarificadas 
de P. alpataco imbiben una pequeña cantidad de agua, mientras que las 
 241 
escarificadas fueron capaces de absorber agua en poco tiempo. Esto demuestra la 
dormición impuesta por el tegumento que ha sido reportada para la especie por 
Villagra (1995).  
El proceso de germinación de P. alpataco se produjo rápidamente, una vez que el 
agua penetró en la semilla. La cinética de germinación en horas demuestra que 
este proceso se inicia apenas las semillas son incubadas en las condiciones 
adecuadas, y confirma que estas semillas no sufrieron daño por la imbibición, 
fenómeno observado en un amplio rango de especies leguminosas (Méndez Natera 
et al., 2008). 
El incremento de masa observado en los tratamientos t20, t30 y PCT indicarían que 
las semillas comienzan la imbibición durante los enjuagues correspondientes a los 
pre-tratamientos, momento en el cual se observó la pérdida de restos de 
tegumento. Sin embargo, en los demás tratamientos (t2, t5, t10 y PC), esta pérdida 
no habría sido suficiente para iniciar la imbibición durante los enjuagues. Asimismo, 
el bajo incremento de masa observado en las semillas no escarificadas podría 
deberse a la alta impermeabilidad de la semilla que impide la rápida absorción de 
agua y la emergencia del embrión (Villagra, 1995). En muchas especies con 
tegumentos duros e impermeables, la resistencia que ofrece el tegumento a la 
penetración de agua puede ser eliminada por tratamientos de con ácido sulfúrico o 
mecánicos, los cuales reducen la impermeabilidad del tegumento (Elberse & 
Breman, 1989). 
Villagra (1995) evaluó la germinación de semillas de P. alpataco durante una 
semana y la cinética de la captura de agua durante el proceso de imbibición en 
semillas escarificadas y no escarificadas. Este autor observó que el 100% de la 
germinación ocurre al segundo día de ensayo, a 35 ºC. En esta tesis, se obtuvo el 
100% de germinación a las 22 horas (PCT) y a las 24 horas (t30), a 30 ºC. En los 
tratamientos t30 y PCT, la imbibición comienza antes que en los demás 
tratamientos, durante los enjuagues de la escarificación. Villagra (1995) observó la 
imbibición de semillas de P. alpataco escarificadas a las 5 horas de comenzado el 
ensayo, mostrando diferencias significativas respecto de las semillas no 
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escarificadas. Este autor no evalúo la imbibición de las semillas antes de ese 
período de tiempo. En este trabajo se encontraron diferencias durante las primeras 
5 horas del ensayo, mostrando las semillas, un incremento mayor al 100% respecto 
de su masa inicial. Villagra (1995) indica que en esta especie el tratamiento de 
escarificación redujo o eliminó la fase estacionaria de imbibición. Esta reducida fase 
estacionaria fue detectada a las 25 horas de imbibición. Este resultado es similar a 
lo observado en los tratamientos t30 y PCT. Sin embargo, observamos que esta 
fase se produce en tiempos más cortos (2,5 horas desde el inicio de la imbibición). 
Como se mencionó anteriormente, en especies con semillas duras como P. 
alpataco y C. microphylla, se requiere de estímulos externos que provoquen la 
ruptura de la testa, razón por la cual se propuso la escarificación como una 
estrategia para promover la germinación en especies del género Prosopis (Vilela & 
Raveta, 2001) y algunas especies Rhamnaceae, como Ziziphus mistol (Araoz & Del 
Longo, 2006).  
Se logró reducir el tiempo de germinación reportado para la especie y optimizar la 
germinación de semillas de P. alpataco a partir de un método de escarificación 
química (t30), que permite trabajar con un número elevado de semillas, y un método 
de escarificación mecánica (PCT) que por lo laborioso, es aconsejable para 
germinar un número reducido de semillas. Así, tanto la escarificación química como 
mecánica tuvieron un efecto positivo en la ruptura de la dormancia física de las 
semillas de P. alpataco. 
Resultados similares obtuvieron Peláez et al. (1992) y Peinetti et al. (1993), quienes 
reportaron altos porcentajes de germinación en P. caldenia (mayores a 95%) luego 
de haber sido sometidas a escarificación química y mecánica, respectivamente. 
Villagra (1995) indicó que las semillas de P. alpataco escarificadas mecánicamente 
alcanzan un 100% de germinación al finalizar su estudio (2 días). Catalán & 
Balzarini (1992) reportaron que éste es el mejor método en diferentes especies de 
Prosopis, a pesar de la desventaja que presenta el tiempo que insume la 
escarificación mecánica cuando es realizada en forma manual. Ortega Baes et al. 
(2002) obtuvieron en semillas de P. ferox porcentajes de germinación superiores al 
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90% con tratamientos pregerminativos (escarificación química y mecánica), 
mientras que en el tratamiento control, ninguna semilla germinó. Nuestros 
resultados demuestran que ambas metodologías de escarificación, química y 
mecánica, resultaron eficientes ya que se obtuvo un 100% de germinación en el 
primer día de ensayo.  
En los tratamientos t20, t30 y PCT la remoción de la cubierta seminal en forma 
mecánica o producto de un mayor tiempo de exposición de las semillas en ácido, 
ocasiona la ruptura de la testa y aumenta la permeabilidad y el intercambio gaseoso 
necesarios para la germinación, sin dañar las estructuras reproductivas (Cobbina 
et al., 1990 y Villalobos et al., 1987). Coincidiendo con éstos resultados, estos 
tratamientos (t20, t30 y PCT) produjeron un mayor incremento de masa, a medida 
que el tiempo de inmersión en agua aumentó. La eficiencia del ácido sulfúrico en la 
promoción de la germinación ha sido reportada por otros autores en P. juliflora 
(Miranda et al., 2011; Bastos et al., 1992; Souza et al., 1983), P. farcata (Ramezani 
et al., 2010) y P. chilensis (Arce & Balboa, 1988). Sin bien, las semillas de los 
tratamientos t40, t50 y t60 presentaron una radícula superior a 1 mm (parámetro 
considerado aquí como semilla germinada), ésta queda retenida por el tegumento, 
que se rompe e impide la emergencia de la radícula y el crecimiento adecuado del 
embrión. Desde el punto de vista fisiológico, esto no es considerado como 
germinación. Copeland & McDonald, (2012) indican que se entiende como semilla 
germinada aquella donde la radícula atraviesa los tejidos envolventes.  
Respecto de la escarificación biológica, las semillas de P. alpataco provenientes de 
heces de ñandú y de zorro alcanzan porcentajes de germinación significativamente 
menores que en el tratamiento control. Existe una gran variabilidad de efectos de 
la endozoocoria sobre la viabilidad y la capacidad germinativa de las semillas 
(Verdú & Traveset, 2005). Se han reportado casos en que aproximadamente el 40% 
de las semillas germina en 30 días (P. chilensis dispersadas por el guanaco), hasta 
casos donde la geminación es muy baja (Campos & Velez, 2015). Nuestros 
resultados coinciden con Ortega Baes et al. (2002) quienes registraron las menores 
tasas de germinación en semillas de P. ferox provenientes de escarificación 
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biológica e indicaron que el pasaje a través del tracto digestivo no representa el 
principal mecanismo de escarificación. Sin embargo, a partir de semillas extraídas 
de heces de zorro gris (Pseudolapex griseus), Vega Riveros (2009) obtuvo un 
porcentaje de germinación levemente superior al del control. Los resultados de los 
tratamientos pregerminativos evaluados, permiten inferir que el t30 (escarificación 
química) y PCT (escarificación mecánica) son los más adecuados para optimizar la 
germinación de P. alpataco provenientes de la región del monte patagónico de Río 
Negro. La emergencia y la evaluación de la longitud de la radícula confirman estos 
resultados. Villagra (1995; 1998) encontró resultados similares en semillas 
escarificadas de P.alpataco, que iniciaron la imbibición inmediatamente, y dieron 
inicio directamente a los procesos visibles de emergencia radicular. La emergencia 
radicular es un nuevo parámetro para medir vigor de la semilla en normas ISTA 
(Matthews & Powell, 2011). Los resultados obtenidos en los ensayos de 
germinación de semillas de P. alpataco luego de los diferentes pretratamientos y 
los test de tetrazolio fueron concluyentes, ya que permiten determinar la alta 
viabilidad de las semillas. El color rojo intenso observado a través de la tinción con 
tetrazolio en áreas esenciales del embrión como es el meristema caulinar, indica 
que existe actividad bioquímica en las semillas analizadas y potencial para producir 
una plántula normal (ISTA, 1996).  
El vigor de las semillas de P. alpataco fue determinado a través de test indirectos 
como la prueba de conductividad eléctrica y la colorimétrica del exudado (Gallo et 
al., 2012). Se obtuvieron valores de conductividad por peso de semilla de P. 
alpataco entre 5,1 μS.cm-1.g-1 a 5,6 μS.cm-1.g-1. El control negativo mostró valores 
de 51,9 μS.cm-1.g-1. Miloševic. et al. (2010) indican que si las semillas tienen un 
valor de conductividad menor a 25 μS.cm-1.g-1, las mismas tienen alto vigor y son 
adecuadas para la siembra aun en condiciones desfavorables. Valores mayores a 
43 μS.cm-1.g-1son de bajo vigor, por lo que no son adecuadas para la siembra. La 
prueba colorimétrica aplicada a semillas de P. alpataco confirma el vigor de las 
semillas evaluadas. 
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Teniendo en cuenta que el vigor también puede ser medido a través de métodos 
directos, nuestros resultados se ajustan a la tolerancia al estrés salino que ha sido 
demostrada para esta especie por Villagra et al. (2010). 
En cuanto a la calidad de las semillas, existen diversas formas de evaluarla. La 
combinación de diferentes metodologías de vigor y parámetros germinativos 
(conductividad, prueba colorimétrica, evaluación de la energía de la germinación 
(EG), el período de energía (PE), índice de velocidad de germinación (IVG) y tiempo 
medio de germinación (TMG), demostraron que las semillas de P. alpataco poseen 
altos valores de germinación bajo las condiciones ensayadas y una rápida 
recuperación de la permeabilidad selectiva de sus membranas. Además, el PE 
utilizado aquí sugeriría que los períodos cortos estarían relacionados con un mayor 
vigor de las semillas.  
En C. microphylla, los métodos de escarificación mecánicos, químicos y biológicos 
mejoraron el proceso de germinación de las semillas respecto del control, ya que 
sin escarificación no se registraron eventos de germinación. Resultados similares 
obtuvieron Peláez et al. (1996) quienes observaron porcentajes muy bajos e incluso 
nulos de germinación en semillas no escarificadas de esta especie. De los métodos 
de escarificación probados, el desgaste de la zona basal externa del endocarpo con 
lija resultó el mejor procedimiento. Este pretratamiento incrementó tanto el 
porcentaje (CG) y como la velocidad de germinación (TMG). Este resultado difiere 
de lo reportado por Peláez et al. (1996), quienes encontraron que la inmersión en 
ácido sulfúrico durante una hora fue la mejor estrategia de escarificación para esta 
especie. El desgaste de la zona basal de los endocarpos y la escarificación con 
ácido sulfúrico también permitió romper la dormición de semillas de Z. mistol y lograr 
valores de germinación cercanos al 70% (Aráoz & Del Longo, 2006). Las diferencias 
del porcentaje de germinación de semillas de piquillín observadas entre los 
tratamientos de desgaste de la zona basal externa con lija (36,6%) y su eliminación 
a través del corte manual con pinza (13,3%), coinciden con lo reportado por Aráoz 
& Del Longo (2006). Estos autores encontraron diferencias similares e indicaron 
que el tratamiento de menor desgaste produce sólo la eliminación de la excrecencia 
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blanquecina que cubre los poros germinativos de Z. mistol, pero no alcanza a 
remover el tejido que obtura los mismos.  
El ensayo con azul de metileno muestra que la única vía de ingreso de agua a las 
semillas de Condalia microphylla es a través de los poros germinativos. Como se 
describió anteriormente, Peláez (1996) y Aráoz & Del Longo (2006) coincidieron en 
que el ácido sulfúrico resultó efectivo en la ruptura de la dormancia de C. 
microphylla y Z. mistol, respectivamente. Sin embargo, nuestros resultados indican 
que incluso cuando el ácido sulfúrico causó la ruptura del endocarpo, el agua no 
llegó hasta las semillas. Con la tinción a través de una solución acuosa de azul de 
metileno, se observó que los tejidos que componen este endocarpo son 
hidrofóbicos por lo que aún con la eliminación de esta barrera física, el agua no 
puede atravesar estos tejidos y por ende, la semilla no imbibe para luego germinar. 
Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las semillas de C. microphylla 
presentan entonces dos restricciones a la germinación, por un lado la dormancia 
física impuesta por el endocarpo que rodea las semillas, y por otro, por el tejidos 
que obstura los poros germinativos. Estos resultados están relacionados con lo 
reportado por Maraghni et al. (2010) quienes indicaron que el establecimiento de 
las plántulas de Z. mistol está limitada por la mala germinación y la emergencia de 
las plántulas principalmente como resultado del endocarpo pétreo y diferentes tipos 
de latencia. De nuestro trabajo se desprende que cualquier método de escarificacón 
que posibilite la eliminación del tejido que obtura dichos poros, permite la 
germinación de las semillas. Por ello, la escarificación mecánica es la indicada para 
direccionar eficazmente la remoción de dicho tejido. Aráoz y Del longo (2006) 
encontraron resultados similares en endocarpos de Ziziphus mistol donde la 
remoción completa del endocarpo o el desgaste manual de la zona basal resultaron 
los métodos adecuados para romper la dormición. Estos tratamientos eliminan la 
excrecencia blanquecina que cubre los poros de la zona basal de los endocarpos y 
el tejido que obtura los mismos. 
La inmersión en agua de drupas de diferentes colores de piquillín luego de haber 
sido sometidas a escarificación con lija, mostró diferencias en los porcentajes de 
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germinación entre ellos. Los endocarpos provenientes de drupas negras tuvieron 
un porcentaje de geminación mayor que los provenientes de drupas naranjas o 
rojas. Sin embargo, no superan el porcentaje de germinación de las drupas 
provenientes de escarificación biológica (heces de ñandú). Según Baffoni (com. 
pers., 2014), el color de las drupas estaría asociado con el grado de maduración de 
los frutos. Gutterman (1994) indica que el color de las de las semillas influye en la 
germinación. Este autor reporta que en Spergularia diandra las semillas negras 
tienen un mayor porcentaje de germinación mientras que las amarillas tienen 
porcentajes más bajos.  
En el caso de piquillín, el porcentaje de germinación es mayor en semillas que 
provienen de heces de ñandú, seguido por los endocarpos aislados de drupas 
negras, naranjas y rojas, en ese orden. Sin embargo, esta diferencia del porcentaje 
de germinación no está relacionada con la supervivencia de las plantas. La mayor 
supervivencia se observó para las plántulas que germinaron de drupas rojas, 
seguido por las drupas negras y naranjas (con porcentajes similares) y por último, 
la menor supervivencia se registró en las drupas que provienen de heces de ñandú. 
Los endocarpos fueron sembrados al voleo en bandejas en diferentes densidades 
de siembra. Marañón et al. (2004) argumentan que dentro de las limitaciones que 
actúan en la regeneración de leñosas, se encuentra la restricción de micrositios 
adecuados para el establecimiento de plántulas. Inouye et al. (1980) indican que la 
presencia de plántulas en altas densidades inhibe el subsecuente establecimiento 
de plantas en ambientes áridos. Esto permitiría inferir que a mayor densidad de 
plántulas de piquillín, menor sería la supervivencia. Puesto que las semillas crecen 
en altas densidades bajo una fuerte competencia por fuentes limitadas, esta 
respuesta de las semillas se podría interpretar como una adaptación para evitar un 
ambiente desfavorable en el aspecto competitivo, en donde su crecimiento y 
supervivencia podrían ser quizá bajos.  
Se observó que siempre que la plántula conserve el endocarpo luego de la 
germinación, aún cuando ya presenta los cotiledones expuestos o incluso con la 
presencia del primer par de hojas verdaderas, se produce el vuelco y muerte de la 
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misma. Ruiz (2008) indica que tras la germinación, las plántulas resultantes son 
individuos muy vulnerables que están expuestos a diversas amenazas lo que 
provoca que sólo una pequeña fracción de los individuos germinados consiga 
establecerse, y que la fase de plántula sea entonces una de las etapas más críticas 
en el ciclo de vida de una planta. Como se mencionó anteriormente, la presencia 
de un endocarpo pétreo dificulta la germinación y el establecimiento de plántulas 
en otra Rhamnaceae (Ziziphus mistol). Según Conesa Noguera (2006), la presencia 
del endocarpo es un impedimento para la germinación en especie Z. lotus. 
Las semillas de P. alpataco y de C. microphylla, a pesar de ser dos especies del 
monte xerofítico rionegrino, evidenciaron diferentes estrategias reproductivas. 
Mientras que en P. alpataco la escarificación biológica produjo valores de 
germinación inferiores a los obtenidos en las semillas control, las semillas de C. 
microphylla de igual procedencia, presentaron el mayor IVG. Este índice expresa la 
velocidad en número de semillas germinadas por día. Por lo tanto, cuanto mayor 
es, mayor es la velocidad y el vigor de las mismas. Cox et al. (1993) indicaron que 
en muchas plantas del desierto las semillas que son digeridas por grandes 
herbívoros, pueden perder su viabilidad. Echaccaya et al. (2012) estudiaron la 
germinación de semillas de las tres especies más abundantes en las heces de 
ñandú recolectadas y encontraron que las semillas de sólo una de ellas fueron 
viables. Sin embargo, se conoce que cuando el tegumento seminal es 
particularmente fuerte e impermeable, las semillas pueden sobrevivir (Miller, 1995; 
Hoffman et al., 1989; Gwynne, 1969; Leistner, 1961). De acuerdo a los resultados 
obtenidos en nuestros ensayos de germinación, P. alpataco se ajustaría al caso 
presentado por Cox et al. (1993), mientras que el endocarpo que presenta C. 
microphylla favorecería la supervivencia y germinación de sus semillas, tal como 
ha sido propuesto por varios autores (Miller, 1995; Hoffman et al., 1989; Gwynne, 
1969; Leistner, 1961). 
 
En el presente estudio, se obtuvo un protocolo de cultivo in vitro que permite la 
obtención de brotes y de raíces, a partir de secciones nodales juveniles de P. 
alpataco. Por otra parte, se logró ajustar las condiciones del cultivo de tejidos de P. 
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alpataco vía embriogénesis somática, la cual fue confirmada a través de estudios 
histológicos.  
Harris (1992) informó que las especies de Prosopis son recalcitrantes en el cultivo 
in vitro, es decir, que son incapaces de responder a las manipulaciones inherentes 
a estas técnicas. Sin embargo, se han observado diferentes tipos de respuestas de 
acuerdo a la especie de Prosopis cultivada. Algunas de ellas presentaron un alto 
potencial de regeneración como P. cineraria y P. chilensis, otras especies como P. 
juliflora y P. alba alcanzaron respuestas intermedias, mientras que P. tamarugo fue 
considerada una especie recalcitrante (Das, 2010). 
En general, el cultivo in vitro en especies leñosas presenta algunas limitaciones 
debido a problemas de juvenilidad del material, contaminación endógena y 
oxidación o hiperhidricidad de los tejidos. Por ello, la propagación in vitro de estas 
especies requiere de la utilización de explantes provenientes de material juvenil 
(Bonga & Durzan, 1987; Dodds, 1983 citado por Roca & Mroginski, 1991). Por otra 
parte, el potencial organogenético de un explante es inversamente proporcional a 
su edad fisiológica (Alleveldt & Radler, 1962), cuanto más joven e indiferenciado es 
el explante utilizado, mayor será su capacidad regenerativa in vitro. Así, la elección 
del explante es uno de los pasos críticos para el éxito del cultivo in vitro (Roca & 
Mronginski, 1991). 
Teniendo en cuenta los antecedentes del CTV de Prosopis, para inducir procesos 
de morfogénesis, se utilizaron cotiledones y secciones nodales de plántulas in vitro 
de P. alpataco. Segmentos nodales y cotiledones han sido utilizados exitosamente 
para ajustar protocolos de micropropagación en diferentes especies de algarrobos 
(Buendía-González et al., 2007; Rubluo et al., 2002; Minchala-Patiño et al., 2002; 
Nandwani & Ramawat, 1992). Si bien la utilización de material juvenil genera la 
imposibilidad de conocer las características que se expresarán cuando alcanzan el 
estado adulto (Thorpe, 1983), y no garantiza la clonación del material donante, el 
uso de tejidos inmaduros asegura un alto potencial de crecimiento (Yeoman & 
Forche, 1980). Los primeros trabajos sobre propagación in vitro fueron realizados 
utilizando plantas jóvenes de P. tamarugo, P. chilensis, P. alba, P. juliflora y P. 
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cineraria (Castillo de Meier & Bovo, 2000; Shekhawat et al., 1993; Nandwani & 
Ramawat, 1991; Tabone et al., 1986; Jordan, 1987; Jordan et al., 1985; Jordan & 
Balboa, 1985; Goyal & Arya, 1984).  
Si bien se ha reportado que la producción de callo morfogénico ocurre sólo cuando 
se adicionan auxinas y citocininas al medio de cultivo (Zhao et al., 2008; Skoog & 
Miller, 1957), la organogénesis indirecta de P. alpataco fue inducida en ausencia 
de reguladores de crecimiento. Generalmente, los tejidos inmaduros suelen 
presentar una muy buena reacción in vitro, de tal manera que simplemente las 
lesiones producidas por los cortes en el explante inicial puede servir de estímulo 
para desencadenar la proliferación de callo (Toribio & Celestino, 1989). Esto mismo 
fue observado en otras especies de Prosopis (Kumar & Singh, 2009; Verdes, 2007; 
Nandwani & Ramawat, 1992).  
Pal et al. (2012) demostraron que la presencia de callo en explantes de Solanum 
cultivados en ausencia de reguladores de crecimiento se debió a la existencia de 
auxinas endógenas. Estos autores incluyeron una anti-auxina (ácido 2,3,5-tri-
iodobenzoico) en el medio de regeneración y obtuvieron una alta frecuencia de 
brotes adventicios. Por otra parte, Sudhersan & Hussain (2003) hallaron que 
explantes apicales maduros de Ziziphus spina-christi produjeron el mayor número 
de brotes adventicios en un medio de cultivo libre de reguladores de crecimiento.  
La falta de elongación de los brotes observada en nuestros ensayos fue también 
reportada para P. tamarugo, aun cuando se adicionaron reguladores de crecimiento 
al medio de cultivo (Nandwani & Ramawat, 1992).  
Las características anatómicas y fisiológicas de las plantas micropropagadas son 
algunos de los factores que condicionan la supervivencia en condiciones ex vitro, 
lo que además influye en la capacidad de aclimatación a las condiciones 
ambientales del invernadero o del campo (López Encina, 1996).  
La última fase del proceso de micropropagación incluye el enraizamiento. La 
calidad y cantidad de las raíces generadas in vitro también influyen en el éxito del 
transplante y supervivencia de las plantas en condiciones ex vitro (Navatel, 1982). 
En la mayoría de los tratamientos, las secciones nodales de P. alpataco formaron 
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sólo un eje radicular, desde la base del explante y a partir del cual surgen raíces 
laterales y pelos absorbentes. Estos resultados coinciden con los observados en P. 
laevigata por Buendía-González et al. (2007). Pierik (1988) menciona que las raíces 
formadas in vitro pueden no ser totalmente funcionales cuando se transfieren a 
condiciones ex vitro. Sin embargo, las plantas in vitro de P. alpataco obtenidas en 
este trabajo no presentaron problemas durante la etapa de rusticación.  
 
La embriogénesis somática permite la obtención de auténticas semillas somáticas, 
que tienen su origen en células somáticas de la planta donante, las cuales se 
«reprograman» y siguen un patrón de desarrollo idéntico al del embrión de origen 
cigótico. Por ello, permite lograr una óptima propagación vegetativa. Konieczny et 
al. (2010) afirmaron que la embriogénesis somática presenta ventajas respecto de 
otros métodos de regeneración in vitro ya que permite que la propagación pueda 
ser ampliada en sistemas de inmersión temporal y la criopreservación de embriones 
somáticos y / o cultivos embriogénicos enteros. Esto a su vez hace posible el 
establecimiento de bancos de germoplasma y facilita su mejoramiento genético en 
relación con las características halladas en plantas o incluso en el cultivo de tejidos 
y de células. La embriogénesis somática es entonces la vía de regeneración 
considerada como la más adecuada para la micropropagación de especies 
forestales (Sutton, 2002; Merkle & Dean, 2000). 
Actualmente, existe un solo reporte de embriogénesis somática para este género 
(Buendía González et al., 2012). Estos autores trabajaron con cotiledones y semillas 
completas inmaduras de P. laevigata y obtuvieron callo embriogénico y embriones 
somáticos. En esta tesis, se obtuvo un protocolo de embriogénesis somática de P. 
alpataco a partir de explantes cotiledonares con eje embrionario, utilizando 2,4D y 
BA. Cabe destacar que esta respuesta embriogénica fue obtenida con el mismo 
medio de cultivo que fue propuesto para la organogénesis de P. laevigata (Buendía 
González et al., 2012) demostrando una respuesta genotipo-dependiente, 
frecuentemente observada en el CTV. 
La embriogénesis somática es un fenómeno que algunos autores han asociado a la 
presencia en el medio de altas concentraciones de citocininas (Whilliams & 
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Maheswaran, 1986). Sin embargo, es claro que en algunas especies es necesario 
el estímulo de las auxinas para la inducción de la embriogénesis somática. En el 
trabajo de Jones & Rost (1989) ellos encontraron que la adición exógena de 2,4-D 
indujo la formación de embrioides. Resultados similares se obtuvieron en embriones 
cigóticos inmaduros de otras especies leguminosas cuando se usó 2,4D o ANA en 
el medio de inducción de la embriogénesis (Das, 2010). 
La frecuencia de embriones somáticos germinados obtenida en ausencia de 
reguladores de crecimiento (10%), fue también hallada en P. laevigata por Buendía-
González et al. (2012). Estos autores lograron aumentar esta frecuencia al 20 - 30% 
con la adición de AG3, goma arábiga y/o D-mannitol e incluso superar estos valores 
(40 - 50%) con la incorporación de goma de mezquite o polietilenglicol en el medio 
de cultivo. Esto indica que se deberían continuar los ensayos tendientes a optimizar 
el proceso de embriogénesis somática de P. alpataco.  
La formación de embriones somáticos fue obtenida durante el periodo de 
incubación de los explantes. Como consecuencia de que no todas las células se 
diferencian en forma simultánea en embriones somáticos, fue posible observar en 
un mismo explante todas las etapas de desarrollo del embrión. Resultados similares 
fueron reportados en varias ocasiones en especies diferentes (Sharry et al., 2006; 
Bieysse et al., 1993; García & Menéndez, 1987; Yasuda et al., 1985). 
Si bien todos los tejidos vegetales cultivados in vitro tienen una capacidad potencial 
para producir callos, son relativamente pocos los explantes que producen callos 
embriogénicos (Litz & Jarret, 1991). En este caso, los callos obtenidos a partir de 
cotiledones, contienen células con capacidad embriogénica. La obtención de 
embriogénesis somática en leguminosas a partir de cotiledones ha sido ya 
reportada en varias ocasiones (Lakshmanan & Taji, 2000; Wang et al., 1989; 
Lazzeri et al., 1987). 
Según Salinas (1990) los callos embriogénicos están constituidos por células 
isodiamétricas con abundantes gránulos de almidón, de coloración amarillo-
verdosa y de consistencia frágil. Los callos embriogénicos obtenidos a partir de 
cotiledones de P. alpataco mantuvieron el color verde hasta el final del período de 
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incubación. El proceso de embriogénesis somática observado en esta especie 
sigue los lineamientos generales presentados por Reinert, en 1967. Este autor 
menciona que con frecuencia el protocolo básico de embriogénesis somática 
indirecta contempla la inducción de callo en un medio rico en auxinas, generalmente 
2,4D, y el posterior subcultivo a un medio libre de auxinas que permite la formación 
de los embriones somáticos. Tal como lo observó Zegzouti et al. (2001) en Quercus, 
los callos y cotiledones de P. alpataco continuaron produciendo embriones 
somáticos, aún luego de dos años de subcultivos. Este proceso de embriogénesis 
somática secundaria, presenta algunas ventajas desde el punto de vista 
experimental. La formación de nuevos embriones somáticos a partir de los 
embriones somáticos primarios permite aumentar la tasa de multiplicación, 
independientemente de la fuente de explantes y puede ser mantenida por largos 
períodos de tiempo (Te-Chato & Hilae, 2007). Estos embriones somáticos 
secundarios se diferenciaron directamente a partir de células epidérmicas y 
subepidérmicas de los embriones somáticos primarios, cuando los mismos fueron 
cultivados en medios libres de auxinas. Es posible que la embriogénesis somática 
secundaria haya sido inducida en el momento en el que los tejidos no estaban 
totalmente diferenciados (Gingas & Lineberger, 1988), como por ejemplo durante 
el estadio globular. 
La utilización de métodos histológicos permite comprender los procesos 
morfogénicos que están ocurriendo en el cultivo de tejidos (Lane et al., 1998; Lee 
et al., 1997; Whilliams & Maheswaran, 1986; Maeda & Thorpe, 1979), 
contribuyendo significativamente a la comprensión de los sistemas de tejidos in vitro 
abordados en este trabajo de investigación. El análisis histológico basado en los 
cambios anatómicos e histoquímicos permitió comprender los procesos de 
histogénesis y confirmar los eventos de embriogénesis somática y de 
organogénesis.  
Los callos embriogénicos se originaron a partir del eje embrionario y del parénquima 
del cotiledón, y los embriones somáticos se originaron a partir de células 
epidérmicas o subepidérmicas del explante, como ha sido observado por otros 
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autores (Sharry et al., 2006; Petitprez et al., 2005; Quiroz Figueroa et al., 2002; 
Laparra et al., 1997).  
Las observaciones realizadas en el presente trabajo indican el posible origen 
histológico unicelular de los embriones somáticos obtenidos. Esto sugiere la 
existencia de células somáticas predeterminadas a seguir la vía embriogénica o 
bien que pueden ser inducidas por estímulo hormonal, como ha sido reportado en 
otros trabajos (Watt et al., 1991). Estas células presentaron las características 
propias de las células embriogénicas ya que fueron pequeñas, vacuoladas y de 
citoplasma denso, que permanecieron unidas y no perdieron la capacidad de 
dividirse (Emons, 1994). Estas características se han observado en varias 
especies, en células individuales y grupos de células que dan origen a los 
embriones somáticos (Bandyopadhyay & Hamill, 2000; Watt et al., 1991; Radojevic, 
1979). 
Los callos embriogénicos presentaron dos tipos celulares notoriamente diferentes, 
algunas células isodiamétricas de núcleo prominente y vacuoladas y otras células 
alargadas y grandes formadas por efecto de la acción auxínica, y que han sido 
halladas por varios autores en callos obtenidos a partir de otro tipo de explantes. 
Este alargamiento se produce porque las auxinas no se unen directamente a la 
pared celular sino que actúan sobre la membrana plasmática provocando el 
relajamiento de la matriz de celulosa, lo que desencadena el crecimiento de la 
célula (Vidal, 2008). 
Los callos morfogénicos produjeron brotes a partir de protuberancias superficiales 
formadas por sucesivas divisiones periclinales y anticlinales de células epidérmicas 
o subepidérmicas del explante (secciones nodales). La diferenciación ocurre como 
resultado de la actividad meristemática de las células epidérmicas y 
parenquimáticas, pequeñas, de citoplasma denso (Johri & Nag, 1970). Varios 
autores encontraron que las células subepidérmicas dan origen a brotes 
organogénicos (Mitra & Mukherjee, 2001; Valverde et al., 1992; Gómez et al., 1992). 
La formación de brotes vía organogénesis indirecta, en secciones nodales 
incubadas en medio de cultivo libre de reguladores de crecimiento, indicaría la 
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presencia de hormonas endógenas que promueven la formación de callo y posterior 
diferenciación de brotes. A diferencia de lo que ocurre en la formación de embriones 
somáticos, los brotes adventicios poseen una marcada unión con el tejido origen, a 
través del sistema vascular (Hervé et al., 2001). De acuerdo con Rumary et al. 
(1986), la conexión de estos brotes organogénicos con el tejido madre les permite 
obtener una mayor cantidad de agua y nutrientes para un crecimiento más rápido. 
Como se mencionó anteriormente, el éxito del cultivo de tejidos en la propagación 
masiva de plantas depende de la capacidad las plantas de sobrevivir, durante el 
periodo de adaptación o aclimatación ex vitro (Granada, 1990). 
Una de las dificultades que poseen las plantas in vitro al ser transferidas a 
condiciones ex vitro está relacionada con el estrés de humedad, básicamente por 
la carencia de una pared cuticular bien estructurada (Preece & Sutter, 1991; 
Granada, 1990). Según Roth (1990) y Esau (1977) la luz y la humedad son los 
factores que influyen mayormente en los cambios anatómicos de las hojas. 
Los folíolos mantenidos bajo condiciones in vitro poseen una elevada densidad de 
células epidérmicas, de menor tamaño y con una cutícula bien estructurada. Al 
respecto, Pereira (1999) y Mogollón & Serpa (1992) observaron que las plantas 
producidas in vitro presentaron características que las hacen sensibles a la pérdida 
de agua, como es la de presentar células epidérmicas de gran tamaño, cutícula 
muy fina. 
Los engrosamientos de las paredes periclinales observados producen un 
incremento de su resistencia mecánica. La reducción del tamaño de las células 
epidérmicas permite dar espacio al desarrollo de una pared celular engrosada que 
confiera una mayor rigidez (Apóstolo et al., 2005). 
Los haces vasculares de los folíolos de P. alpataco se extendieron hacia ambas 
epidermis. Esta condición estaría relacionada con el pasaje en forma más eficiente 
de su condición in vitro a ex vitro, es decir, restablecerse de su condición heterótrofa 
a una autótrofa como consecuencia de la reducción de la humedad relativa y 
aumento de la luminosidad (Him & Páez, 2004). 
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Los resultados de esta investigación permiten confirmar que la aclimatación de P. 
alpataco no constituye una etapa crítica debido a que se logró la supervivencia de 
las plantas in vitro rusticadas, lo cual coincide con lo señalado por Him & Páez 
(1997) y Sharman & Singh (1997), Bhagyalaksmi et al. (1994). Nuestros resultados 
coinciden con otros estudios que revelaron que las plántulas micropropagadas de 
Prosopis sobreviven en condiciones de campo con un porcentaje similar al de las 
plantas obtenidas por semillas. 
En plantas leñosas, de crecimiento lento por naturaleza como P. alpataco, la 
clonación masiva a través de la micropropagación y de la embriogénesis somática 
puede ser un sistema alternativo y fiable para la multiplicación de plantas. Agüero 
(2009) indicó que aún en ausencia de estrés hídrico, los individuos de esta especie 
no alcanzan la madurez reproductiva antes de los cinco años de cultivo, y cuando 
lo hacen, se observa con frecuencia el desarrollo de pocos frutos, en relación al 
número de flores producidas en una planta. Estos resultados fueron confirmados 
por nuestras observaciones y por los dichos de los pobladores locales de 
comunidades mapuches, quienes manifestaron que no consideran al alpataco 
como una especie alimenticia alternativa debido a que su fructificación ocurre cada 
cinco años. Nuestros resultados del cultivo de tejidos de P. alpataco demuestran 
que esta especie tiene buena capacidad de respuesta in vitro, tanto por vía 
organogénica como embriogénica. 
Este estudio posee una gran significancia debido a que no existen reportes previos 
en la literatura sobre la regeneración in vitro de P. alpataco y sólo se cuenta con un 
antecedente de embriogénesis somática reportada para este género. 
El porcentaje de regeneración de muchas leguminosas en sus hábitats naturales 
es bastante bajo debido a la reproducción sexual y a la propagación vegetativa por 
enraizamiento de ramas (Dick & Dewar, 1992). Así, este trabajo puede contribuir a 
los esfuerzos de reforestación en regiones semiáridas donde P. alpataco es una 
especie nativa, a través de su rápida propagación. 
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La supervivencia en condiciones de campo de las plántulas de Prosopis alpataco 
obtenidas tanto por semillas como por micropropagación permite considerarla como 
buen material para ser utilizado en programas con fines de reforestación. Este 
trabajo constituye el único reporte científico sobre embriogénesis somática de P. 
alpataco.  
La reforestación con especies nativas constituye una herramienta promisoria para 
la restauración de ecosistemas degradados en la región patagónica; sin embargo, 
hace falta un mejor conocimiento de la ecología, silvicultura y biología reproductiva 
de las especies nativas; por ello la disponibilidad de material apropiado para la 
plantación es un aspecto fundamental en el proceso de restauración. 
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CAPÍTULO III 
 
“De la vida no quiero mucho,  
quiero apenas saber que intenté todo lo que quise,  
tuve todo lo que pude  
y perdí apenas lo que nunca fue mío”. 
Pablo Neruda 
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3 CAPITULO III: BIOPROSPECCIÓN 
 
3.1 INTRODUCCION 
La biodiversidad genética de productos naturales es un elemento clave en el 
desarrollo económico de países en vías de desarrollo como Argentina, que por su 
biodiversidad específica, especialmente en ecosistemas áridos y semiáridos, tiene 
posibilidades de obtener productos derivados de la Bioprospección y de las 
Biotecnologías simples.  
Es indispensable, para profundizar el conocimiento sobre las especies nativas en el 
aprovechamiento exitoso de programas de conservación, biocomercio y uso 
sustentable, conocer las propiedades biológicas de sus componentes, fotoquímicas, 
ecológicas, así como los mecanismos de propagación que posibiliten su 
domesticación. Para ello, desarrollar técnicas eficientes de propagación, e incluso 
mejorar por selección algunas de sus características, son requisitos valiosos. Es 
importante también tomar en consideración la utilidad de las especies para la 
población local, ya que ello redundará en una mejor conservación de las zonas 
restauradas. 
Por otra parte, existe un creciente interés en conocer los recursos silvestres 
regionales y su valor nutricional, con el objeto de buscar nuevos alimentos para el 
consumo humano (Figueiredo et al, 1993). En ésta búsqueda de nuevos alimentos 
en las comunidades del monte patagónico para el consumo humano, las especies 
nativas son altamente valoradas como recurso alimenticio. Sin embargo, no existe 
información local o regional sobre la composición nutricional de la harina de P. 
alpataco.  
Condalia microphylla es una especie de potencial interés medicinal según lo 
informado por Barboza et al. (2009). Se ha reportado actividad insecticida de los 
extractos de tallo y hojas y efectos tóxicos que indujeron la mortalidad de animales 
en el monte luego de la ingesta de ésta planta (Delgado et al., 2011; 2007; Bedotti 
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et al., 2006). Sin embargo, sus frutos pueden constituir un recurso alimenticio de 
emergencia ya que existe conocimiento que los habitantes indígenas los consumían 
frescos desde antes de la llegada de los españoles y se consideraban reguladores 
naturales del tránsito intestinal (Ladio & Lozada, 2009; Hieronymus, 1882; Storni, 
1937; Guinnard, 1947). Por todo ello, resulta fundamental validar los conocimientos 
previos a través de la investigación científica y la experimentación del género 
Prosopis en especial, de P. alpataco y de Condalia microphylla. 
Se conocen unas 25 especies de Prosopis con frutos y semillas comestibles entre 
América, África y Sur de Asia. Éstos son considerados importantes recursos 
alimenticios tanto para humanos como para animales en regiones áridas y 
semiáridas del mundo. 
Rapoport (2009) describe el valor comestible de algunas especies de Prosopis 
como: P. alba Griseb. (algarrobo blanco), P. affinis Spreng. (ñandubay), P. ruscifolia 
Griseb. (vinal), P. nigra Griseb. Hieron. y P. cineraria L. La pulpa dulce de los frutos 
frescos es consumida directamente, mientras que las vainas secas se muelen para 
obtener una harina de sabor y aroma similar al café o cacao (Felker et al., 2003; 
Prokopiuk et al., 2000). Los principales productos elaborados a base de harina de 
Prosopis que actualmente se comercializan en dietéticas, son tortas secas “patay” 
o “pan de algarrobo”, budines y galletas (Hurrell et al., 2011; Burkart, 1952). 
Sin embargo, los frutos de los algarrobos varían entre especies, entre sitios, y aún 
dentro de la misma especie tanto en tamaño, color, forma y características químicas, 
como así también en sus propiedades nutricionales (Burghardt et al., 2004; Brizuela 
et al., 2000; Prokopiuk et al., 2000; McCance & Winddson, 1992; Roig, 1987; 
Trobok, 1985). 
Las vainas de los algarrobos poseen semillas de excelente calidad nutricional que 
constituyen una buena fuente de carbohidratos y proteínas, por lo que resultan una 
alternativa para la alimentación animal en zonas semidesérticas (Andrade et al., 
2009; González et al., 2008; Bernardi, et al., 2006; Prokopiuk, 2004; Felker et al., 
2003).  
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Los usos de P. alpataco se destacan básicamente en dos formas: como forraje para 
el ganado doméstico, pudiendo incluso sustituir el maíz en la dieta animal, y como 
recurso alimenticio humano (Ladio & Lozada, 2009; Rapoport et al., 2009; Karlin et 
al., 2006; López Villalba et al., 2002; Peñaloza et al., 2002; Silva et al., 2000; 
Schmeda et al., 1999; Charpentier, 1998; Coirini & Karlin, 1998; Fagg & Stewart, 
1994; Casey, 1959; Gard, 1954; Burkart, 1952; Benson, 1941; Walton, 1923; 
Hedrick, 1919; Bailey, 1906). En el Código Alimentario Argentino (1995), la ANMAT 
reconoce con el nombre de harina de fruto y de harina de algarroba (vaina completa 
con sus semillas) al producto de la molienda de los frutos completos limpios, sanos 
y secos, de los algarrobos P. alba, P. nigra, P. chilensis y/o P. flexuosa (Resolución 
Conjunta SPR N°282/2014 y SAGyP N° 298/2014). 
P. pallida es una de las especies más utilizadas industrialmente, como sucedáneo 
del café, del cacao y como saborizante. Sus semillas han sido también 
aprovechadas para producir concentrados proteicos y espesantes alimentarios 
(Ruiz et al., 1999). 
Las vainas de Prosopis poseen un contenido de proteínas entre 9 y 17 g/100g peso 
seco. Cabe destacar que la harina de Prosopis y la de trigo tienen aproximadamente 
el mismo contenido energético y proteico, pero una característica relevante de la 
harina de Prosopis es que ésta no tiene gluten (Saunders et al., 1986).  
Los azúcares totales en diferentes especies de Prosopis (P. tamarugo, P. chilensis, 
P. glandulosa, P. velutina, P. juliflora) presentan valores entre 13 y 60 g/100 g peso 
seco (Pak et al., 1997; Ibrahim, 1988; Silva et al., 1988; Zolfaghari et al., 1986; 
Zolfaghari, 1984; Del Valle et al., 1983; Becker, 1982; Meyer et al., 1982; Adler, 
1949; Becker & Grosjean, 1980; Walton, 1923). 
La harina de algarroba (P. nigra, P. alba, P. chilensis, P. flexuosa) poseen un gran 
valor alimenticio, siendo ricas en hidratos de carbono, proteínas, hierro y calcio. 
Contiene entre 9 - 29% de proteínas, 0,8 - 4,0% de almidón, 7 - 19% de fibra bruta, 
1,8 -6,4% de grasas y 26 - 56% de azúcares totales. La composición de minerales 
reportada para la harina de frutos P. ruscifolia es de 0,77 mg/g de Calcio, 9,05 mg/g 
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de Potasio, 1,87 mg/g de Fósforo y 254,2 mg/g de Hierro (Freyre et al., 2003). 
Valores similares fueron reportados en otras especies de Prosopis (Schmeda-
Hirschmann et al., 1999; Charpentier, 1998).  
La industria alimentaria muestra en la actualidad un creciente interés en las 
leguminosas, no tanto por su valor nutritivo sino por las excelentes propiedades 
funcionales que presentan sus harinas, que constituye la base funcional de diversos 
productos.  
A diferencia de otras especies de este género, se ha descripto que los frutos de P. 
alpataco persisten en la planta durante todo el año, lo que permite cosecharlos, 
almacenarlos y suministrarlo posteriormente al ganado, como forraje de invierno. 
En relación a los metabolitos secundarios sintetizados por este género, los frutos de 
P. alpataco presentan lignanos y taninos que en algunos casos le otorgan a las 
vainas un sabor ligeramente amargo o agrio (Roig, 1993). Los frutos de P. alpataco 
poseen alcaloides, flavonoides y esteroles con propiedades anti-inflamatorias y 
capacidad de eliminación de radicales libres (Barboza et al., 2009).  
Los frutos de Piquillín (Condalia microphylla) constituyen una fuente habitual de 
alimentos en Norpatagonia, especialmente durante finales del verano y el otoño 
(Guinnard, 1947; Claraz, 1988). Esta especie se encuentra citada en el Código 
Alimentario Argentino (ANMAT, Res. SPReI N° 169/2013 y SAGyP N° 230/2013, 
artículo 888) como “fruta fresca comestible”. 
Los metabolitos secundarios presentes en sus frutos contienen un alto contenido de 
taninos, flavonoides y fitoesteroles. Barboza et al. (2009) y Domínguez (1928), 
asocian las propiedades antioxidantes y laxantes de los frutos del piquillín a estos 
compuestos. Frontera et al. (2000) identificaron en partes aéreas de la planta, la 
presencia de hidrocarburos y alcoholes de cadena larga (C22, C31, C32 y C35), 
fitoesteroles y ácidos grasos (behénico, lignocérico, palmítico y linoleico). Por otro 
lado, Céspedes et al. (2013) y Zapata et al., (2016) reportaron actividad insecticida 
en extractos de piquillín donde la mortalidad observada se correlaciona fuertemente 
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con la presencia de alcanos de cadena larga (C19-C33), compuestos fenólicos y 
triterpenos con efecto tipo ecdisteroides. 
Hay diferentes hipótesis acerca de cuáles serían los principios activos y partes 
vegetativas que causan el síndrome conocido como “Mal del Piquillín” (Delgado et 
al., 2011; Bedotti et al., 2006). Blanco Viera et al. (2000), describieron que la corteza 
causa efectos nocivos irreversibles en el ganado, generando inmovilidad en los 
miembros posteriores. Estos efectos adversos han sido registrados luego del 
desmonte o incendios, cuando las raíces y troncos quedan expuestos, por el rebrote 
tierno de la planta o por la presencia de raíces, corteza y hongos presentes. Sin 
embargo, no se conoce hasta el momento la posible relación entre alguno de estos 
compuestos y la toxicidad de la planta.  
 
3.2 OBJETIVO 
El objetivo específico de este capítulo fue evaluar la composición nutricional y 
bioprospección de Prosopis alpataco y Condalia microhylla. 
 
3.3 MATERIALES Y METODOS  
3.3.1 Preparación de las muestras de P. alpataco 
Se utilizaron vainas maduras de al menos 20 individuos ubicados en los sitios 
de muestreo y se seleccionaron en base a su óptimo estado fitosanitario. Los frutos 
completos fueron secados en estufa SanJor a 30 ± 2 ºC, durante 48 horas hasta 
peso constante. Luego los frutos secos fueron molidos y procesados en molino de 
cuchillo y tamizados (tamiz de 500 micrones) hasta obtener una harina homogénea. 
Para la determinación de polifenoles, actividad hemoaglutinante y actividad 
antioxidante se realizaron extractos de harina de P. alpataco (0,75 g) con las que 
se prepararon dos extractos diferentes con una mezcla de metanol: agua (70:30 v/v) 
en una relación 1:10 p/v (Figura 94).  
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Los extractos se prepararon de acuerdo a los siguientes procedimientos: se realizó 
una extracción en un baño de ultrasonido (40.000 Hz) y tres veces de 1 hora de 
duración cada una de ellas, en forma consecutiva (Pérez et al., 2014). El segundo 
extracto se realizó con el mismo solvente, en agitación constante, durante 3 horas, 
a temperatura ambiente. 
 
Figura 94. Procedimiento llevado a cabo para la caracterización química de la harina 
de P. alpataco y determinaciones realizadas en cada caso, según técnicas estándar 
(AOAC).  
3.3.2 Preparación de las muestras de pulpa de C. microphylla  
Las muestras analizadas de C. microphylla se obtuvieron a partir de la pulpa 
fresca de frutos maduros. Para las determinaciones inherentes a la caracterización 
nutricional, la muestra inicial utilizada fue la pulpa fresca y limpia de drupas 
maduras, previamente procesada con molinillo a cuchilla (Figura 95). En todos los 
casos, los endocarpos fueron removidos en forma manual. 
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Figura 95. Procedimiento llevado a cabo para la caracterización química de los 
frutos de Condalia microphylla y determinaciones realizadas en cada caso, según 
técnicas estándar (AOAC). 
 
En la Figura 96 se presentan los distintos extractos de pulpa de frutos maduros 
realizados con diferentes solventes, sobre los cuales se realizaron las evaluaciones 
de actividad biológica (en condiciones in vitro e in vivo). 
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Figura 96. Procedimiento llevado a cabo para la obtención de los diferentes 
extractos de pulpa de piquillín. Las condiciones de extracción fueron en agitación 
(500 rpm) a 5 ± 2 ºC de temperatura, durante 16 horas. 
 
3.3.3 Evaluación de las propiedades nutritivas de P. alpataco y C. 
microphylla 
3.3.3.1 Análisis Proximal 
La determinación del contenido de humedad, hidratos de carbono, fibra 
dietaria, proteínas, extracto etéreo y cenizas se realizó de acuerdo con la 
metodología especificada por la AOAC (1990). 
i Determinación de Peso Fresco y Peso Seco. 
La humedad se determinó mediante diferencia de peso antes y después del 
secado de la muestra en estufa de vacío a 40 ºC, hasta alcanzar peso constante 
(AOAC, 1990).  
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ii Determinación de Hidratos de Carbono  
El contenido total de hidratos de carbono se realizó según el método volumétrico 
de Fehling-Causse-Bonnans (AOAC, 1965). Brevemente, 10 ml de reactivo de 
Fehling-Causse-Bonnans (FCB), 30 ml de agua destilada y 2 o 3 trozos de porcelana 
porosa se calentaron a ebullición. Luego, se agregó la solución patrón de azúcar sin 
interrumpir la ebullición. Cuando la coloración azul del reactivo disminuyó de 
intensidad y alcanzó un tono celeste verdoso, se agregó una solución acuosa de azul 
de metileno y solución patrón, hasta su decoloración.  
Los carbohidratos solubles fueron determinados mediante el método colorimétrico 
de fenol-ácido sulfúrico (Dubois et al., 1956). Brevemente, 0,5 ml de muestra se 
sumergieron en baño de agua-hielo junto con 0,5 ml de fenol 5% p/v y 2,5 ml de H2SO4 
concentrado. Se agitó en vórtex y llevó a baño maría hirviendo durante 15 min. 
Rápidamente se enfrió en agua-hielo y se realizó la lectura de la DO a 490 nm (color 
estable 24 hs). 
Para la determinación del contenido de azúcares reductores solubles se utilizó el 
método descripto por Somogyi-Nelson (Somogyi & Nelson, 1952). La reacción se 
llevó a cabo en tubos de ensayo (16 mm x 150 mm) con 0,5 ml reactivo de cobre y 0,5 
ml de la solución muestra, a baño de agua hirviendo durante 10 min. Luego se enfrió 
con agua corriente, se agregó 0.25 ml de reactivo arsenomolibdato. El volumen final 
se ajustó de acuerdo a la intensidad del color obtenida y se midió la absorbancia (500 
- 520 nm). Para las determinaciones se utilizó una curva patrón de glucosa (10 
mg/ml). Los resultados se expresaron como gramos de glucosa /100g de peso seco.  
iii Fibra dietaria 
La medición de la fibra dietaria se realizó a través de la determinación de fibra 
detergente neutro (FDN). Este método químico gravimétrico da una buena 
estimación de la fibra insoluble (celulosa, hemicelulosa y lignina) y ha sido usado 
ampliamente para evaluar los alimentos de consumo humano. 
 289 
La determinación de FDN se realizó siguiendo la metodología de Van Soest (1991). 
Brevemente, se calentó a reflujo el material con una solución de detergente neutro 
conteniendo 0,5% (p/v) de sulfito de sodio, durante 1 hora. Luego se filtró, se lavó con 
agua caliente y acetona, se secó y se pesó.  
iv Mucílagos 
La extracción de mucílago se realizó según la metodología propuesta por 
Kumar et al. (2009). Brevemente, la harina desgrasada se llevó a ebullición en 
etanol durante 20 min. Luego se agregó agua y el pH se ajustó a 3,5. Esta mezcla 
se agitó mediante un mecánicamente durante 12 hs y después se filtró a través de 
papel de filtro. El filtrado se centrifugó (10.000 rpm) y el sobrenadante se concentró 
en vacío hasta el 50% de su volumen inicial. La solución resultante se mezcló con 
el mismo volumen de 96% de etanol y se almacenó en un refrigerador durante 4 hs 
los mucílagos precipitados se separaron por centrifugación (10.000 rpm). El 
mucílago obtenido se resuspendió en agua destilada, se agitó durante 20 min y re-
precipitó una vez más para eliminar impurezas. Por último, el residuo se lavó con 
dietiléter y acetona y se secó durante una noche a 45 °C, obteniéndose un polvo de 
color blanquecino. 
v Proteínas  
El contenido proteicode la vaina de P. alpataco y de los extractos de pulpa de 
frutos de C. microphylla se determinó mediante el método Kjeldahl (AOAC, 1990). 
El cálculo de proteína se realizó a partir de los datos de nitrógeno obtenidos de la 
muestra, utilizando el factor de conversión 6,25.  
 Fraccionamiento secuencial de las proteínas 
La extracción de las diferentes fracciones proteínicas se realizó en harina 
desgrasada de vainas completas de P. alpataco. Las albúminas, globulinas, 
prolaminas y glutelinas se extrajeron secuencialmente de acuerdo a la solubilidad, 
según el protocolo descripto por Osborne & Mendel (1914). Se consideraron tres 
réplicas de extracción y las lecturas de absorbancia se realizaron por duplicado. Los 
resultados se expresaron en porcentaje en base seca. 
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Solubilidad de proteínas 
La muestra utilizada para la determinación de la solubilidad de proteínas fue 
harina desgrasada, obtenida en el punto 3.1.5. Se prepararon dispersiones de esta 
harina al 1% p/v en diferentes soluciones buffer de igual fuerza iónica: carbonato 
(pH 9, 10 y 11), fosfato (pH 6, 7 y 8), acetato (pH 4 y 5) y glicina (pH 2,2 y 3). Estas 
dispersiones se agitaron durante 2 hs en shaker a 50 rpm y se centrifugaron a 
10.000 rpm durante 30 min, a temperatura ambiente. La proteína soluble se 
cuantificó mediante el método descripto por Bradford (1976) y se utilizó BSA 1 mg/ml 
como proteína patrón. 
vi Extracto etéreo 
Los lípidos totales se determinaron por extracción con éter de petróleo, en un 
equipo de tipo Soxhlet a partir de la harina tamizada y seca. 
Determinación del perfil de ácidos grasos 
El perfil de ácidos grasos del aceite extraído de la harina de algarroba se 
determinó por cromatografía gaseosa (Agilent Technologies 7890 A) en el Laboratorio 
de la Cámara de Cereales de Bahía Blanca, de acuerdo con la metodología Iram 
(5651:97-12-09). 
vii Cenizas 
Las cenizas se obtuvieron por mineralización de las muestras deshidratadas a 
una temperatura de 525 ºC en mufla (AOAC, 1990).  
viii Estimación del aporte calórico 
El aporte calórico se determinó de acuerdo a la ecuación descrita por Indrayan 
et al. (Indrayan et al., 2005), donde los lípidos aportan 9 Kcal/g y los carbohidratos 
y proteínas 4 Kcal/g. 
ix Cuantificación de Polifenoles 
Se evaluaron los extractos de pulpa de frutos maduros de C. microphylla 
(Figura 97) y los extractos en metanol de la harina de P. alpataco. El contenido de 
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fenoles totales se determinó por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. 
Alícuotas de los tres extractos (E1, E2 y E3) en la dilución adecuada fueron 
incubados con el reactivo de Folin-Ciocalteu. Después de una incubación de 1 h a 
temperatura ambiente y en oscuridad, se agregó una solución de carbonato de sodio 
(7,5% p/v) y se agitó mecánicamente durante 1 h en iguales condiciones 
ambientales. Luego se midió la absorbancia a 760 nm utilizando un 
espectrofotómetro SP Spectrum 2100 UV / SP. Se realizó una curva de calibración 
con ácido gálico (0 - 100 mg/l). La medida fue realizada por triplicado y el contenido 
fenólico total se expresó en mg de equivalentes de Ácido Gálico (GAE) / 100 g de 
peso seco. 
x Composición de polifenoles 
La determinación de polifenoles se realizó en el Centro de Investigación y 
Asistencia Técnica a la Industria (CIATI-AC), Villa Regina. El Ácido Ascórbico total 
Ácido Ferúlico, Ácido Gálico, Rutina, Ácido p-cumárico, catequinas y epicatequinas 
se determinaron por cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC), con detector 
de arreglo de diodos.  
xi Extracción y cuantificación de antocianinas 
La muestra analizada fue la pulpa de frutos maduros de piquillín. La extracción 
se realizó según la metodología propuesta por Concellón et al., (2007). Brevemente, 
0,5 g de pulpa fue extraída tres veces con una mezcla de HCl (1% v/v) y metanol 
concentrado (1: 100 v/v). Después se centrifugó a 10.000 rpm durante 10 min, y el 
sobrenadante fue diluido con 5 ml de la solución anterior (HCl-metanol). Luego se 
midió la absorbancia del sobrenadante a 540 nm. El contenido de antocianinas se 
expresó como DO / g / ml de tejido fresco.  
3.3.4 Actividad Biológica in vitro 
Se evaluaron los extractos de pulpa de frutos maduros de C. microphylla 
(Figura 97). El análisis de la capacidad de captar radicales libres por antioxidantes 
se realizó utilizando 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) (Brand-Williams et al., 1995). 
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Se determinó la actividad antioxidante de 1 ml de extracto acuoso (1:100) en 1 ml 
de DPPH (0,5 mM). Se realizó una curva patrón con tocoferol (0 - 0,06 mM) (Sigma-
Aldrich® (7)-α-tocopherol T3251) en presencia de 0,5 mM de DPPH. Se midió la 
absorbancia a 517 nm con un espectrofotómetro SP Spectrum 2100 UV / SP. Las 
determinaciones se realizaron por triplicado. 
3.3.4.1 Actividad Hemoaglutinante 
La actividad hemoaglutinante de frutos de C. microphylla fue determinada a 
partir de 10 ml de los diferentes extractos (E4, E4 previamente dializado, y E4C*, es 
decir, E4 tratado con Carbón activado).  
En el caso de P. alpataco, la actividad de hemoaglutinación fue determinada a partir 
de un extracto alcalino 0,5% p/v pH12 NaOH con 4% p/v de harina de semillas, sin 
el tegumento seminal. El extracto se obtuvo por agitación (500 rpm) durante 30 min, 
a temperatura ambiente.  
El método utilizado en ambos casos fue el de Crowley & Goldstein (1982). 
Brevemente, se realizó un lavado y suspensión al 5% v/v de eritrocitos en solución 
fisiológica (sangre humana 0, Rh+). Se realizaron diluciones seriadas de los 
extractos en platos multipocillo (96 pocillos), donde previamente se agregó la 
suspensión de glóbulos rojos.  
Luego de 1 h de incubación a 30 °C se observó si hubo hemoaglutinación. Una 
unidad de hemoaglutinación se define como la mínima cantidad de lectina capaz de 
aglutinar células y es equivalente a una concentración de 2 µg/ml de lectina 
(Rinderle et al., 1989). Los resultados fueron expresados en número de unidades 
hemaglutinantes (HA), que es calculado a partir del inverso del título de la mayor 
dilución, que aun presentó aglutinación visible. Para el proceso de dializado, se 
utilizó una membrana de diálisis (Sigma Aldrich® 12 KDa) por 24 horas, a 4 °C. 
3.3.4.2 Caracterización fisicoquímica de lectinas 
Las lectinas obtenidas de extractos de pulpa de piquillín (E4) fueron caracterizadas 
mediante electroforesis desnaturalizante y reductora por el método SDS-PAGE (7% 
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p/v bis/acrilamida) de Laemmli (1970). Se usaron marcadores moleculares 
preteñidos y se reveló con Nitrato de Plata según Oakley et al., 1980. 
i Especificidad a carbohidratos 
Esta actividad fue determinada de acuerdo a la inhibición de la actividad 
hemoaglutinante. La especificidad de la lectina a los hidratos de carbono se 
determinó mediante la comparación de la actividad inhibidora de azúcares (1M). Se 
probaron: D - (+) - galactosa, D - (+) - galactosamina, D- (+) - glucosa, trehalosa, D 
- (+) – maltosa y D – manosa, sobre la hemaglutinación inducida por la lectina contra 
eritrocitos humanos. Con este fin, 50 µl de lectina en solución fisiológica se incubó 
con solución de sacáridos 50 µl durante 1 h a 30 ° C. La inhibición de la actividad 
por un azúcar en particular indicaría que la lectina tiene afinidad por ese 
carbohidrato. 
ii Purificación de las lectinas 
La purificación de lectinas se realizó a partir de la precipitación de éstas con 
ácidos, según la metodología propuesta por Naeem et al., (2007). Brevemente, 3 ml 
de E4 dializado fue incubado durante 1 h a 5 °C con 300 µl de TCA (ácido tricloro-
acético) concentrado. Luego se centrifugó durante 15 min a 10.000 rpm y se 
resuspendió en buffer de muestra.  
3.3.5. Actividad Biológica in vivo 
3.3.5.1 Curva de toxicidad (letalidad) en pez cebra 
Previo a la determinación de la actividad antioxidante in vivo se realizó un 
ensayo de toxicidad a partir del extracto E4 y E4 dializado (8,26 mg GAE/ml DMSO 
50%). Este extracto fue seleccionado por su alto contenido de polifenoles y actividad 
antioxidante in vitro. El extracto E4 fue dializado a fin de eliminar los componentes 
de peso molecular inferior a 10 KDa (como polifenoles, sales y metabolitos 
secundarios) previa determinación de la toxicidad del mismo.  
Para determinar la concentración letal de los extractos E4 y E4 dializado, larvas de 
pez cebra cepa wt AB de 120 hpf (horas pos-fertilización) fueron incubadas en platos 
multipocillos (96 pocillos) con diluciones seriadas (1; 2,5; 5 y 10 µl/ml) durante 48 
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hs, a 28 ºC. Como control se utilizaron peces incubados bajo las mismas 
condiciones. Cada una de las determinaciones se repitió 3 veces, colocando 1 pez 
/ pocillo. Para los ensayos con peces se graficó el porcentaje acumulado de la 
mortalidad en función del logaritmo de la concentración y a partir de éste se 
determinó el valor de la concentración letal 50 (CL50) con un 95% de confianza. El 
análisis estadístico se realizó con el método de Probit, según la metodología 
propuesta por Spearman Karbar (Hamilton et al., 1977) 
3.3.5.2 Capacidad antioxidante in vivo (modelo del pez cebra) 
Para la determinación de la capacidad antioxidante in vivo se utilizó el modelo 
de pez cebra. Este modelo es utilizado actualmente para la determinación de 
diferentes estudios in vivo, entre los que se puede mencionar actividad antioxidante, 
apoptosis, efectos de retinoides sobre el sistema nervioso central y actividad 
antitumoral, entre otras (Wu et al., 2015; 2011; Carreño Gutierrez, 2009; 
Langheinrich et al., 2002; Cole & Ross, 2001). 
Se evaluó la actividad antioxidante del extracto E4 en larvas de pez cebra de la cepa 
wt AB (120 hpf) las que fueron colectadas al azar e incubadas en platos multipocillos 
(6 pocillo). Los peces cebra fueron mantenidos en peceras con agua pura libre de 
cloro, a una temperatura de 28 °C con sistema de burbujeo de aire para mantener 
la saturación de oxígeno. Se evaluó la actividad antioxidante in vivo del extracto de 
piquillín E4 (0,2% v/v), en presencia de un agente oxidante (H2O2 2,4% v/v). 
El procedimiento consistió en la incubación de 40 peces en extracto acuoso de 
piquillín (E4 al 0,2% v/v) en medio para embriones durante 8 hs a 28 ºC. 
Posteriormente, se realizaron tres lavados en medio de embriones y se expusieron 
a una solución oxidante (H2O2 2,4% v/v) en medio de embriones durante 16 hs, a 
28 ºC. Los controles consistieron en: embriones incubados en medio de embriones 
(a), en agente oxidante (b) y en el extracto evaluado E4 (c).  
La oxidación de lípidos fue determinada por monitoreo de la reacción de 
malondialdehído (MDA) con ácido tiobarbitúrico (TBA) según describe Ohkawa et 
al. (1979). Brevemente, los embriones sacrificados por frío (2 °C) fueron 
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homogeneizados con un equipo tipo ultraturrax (DragonLab 3.000 - 8.000 rpm) con 
500 µl de Tween 20 (0,5% v/v). Luego se centrifugó 10 minutos a 10.000 rpm y el 
sobrenadante fue incubado con TBA (1% v/v) durante 1 h a 100 ºC. Se evaluó la 
DO a 532 nm con un espectrofotómetro SP Spectrum 2100 UV / SP. Se realizaron 
dos repeticiones de cada tratamiento, incluidos los controles de 40 embriones/weell. 
Este procedimiento se repitió en tres ocasiones, en forma independiente. Los 
resultados se expresaron en términos de descenso en la formación de MDA en el 
extracto de la muestra.  
3.3.6 Evaluación del mal de piquillín. 
Debido a que los casos del mal del piquillín se registraron al inicio de un 
periodo húmedo, luego de varios años de sequía, las muestras (corteza de tallos) 
se colectaron una vez que estas condiciones naturales se reiteraron. La corteza 
colectada de C. microphylla fue molida en molino de cuchillo hasta obtener un polvo 
homogéneo.  
Los bioensayos se realizaron con pez cebra de la cepa wt AB. Se seleccionaron 10 
individuos (5 machos y 5 hembras) de 4 a 12 meses de edad. Los peces cebra 
fueron mantenidos en peceras con agua pura libre de cloro a una temperatura de 
28 °C con sistema de burbujeo de aire para mantener la saturación de oxígeno. 
Para la evaluación de los efectos de la corteza de piquillín, los peces fueron 
alimentados cuatro veces al día con una mezcla de harina de corteza de piquillín y 
alimento comercial. La mezcla se obtuvo adicionando 0,12 g de aceite de pescado 
y 0,25 g de harina de corteza, a 1 g de alimento comercial para peces. A fin de 
homogeneizar los componentes, se adicionó 10 ml de agua destilada, que luego se 
evaporó a 40 ºC. Las raciones de alimento fueron distribuidas de manera de 
garantizar una dosis de 4% del peso corporal de los peces, por día (Avdesh et al., 
2012). Posteriormente, se registraron los tiempos que produjeron algún efecto 
tóxico detectable como ataxia, nado deficiente o muerte.  
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3.4 RESULTADOS 
3.4.1 Caracterización nutricional de la harina integral de P. alpataco 
3.4.1.1 Análisis proximal 
Los frutos y semillas de diferentes especies de Prosopis son considerados 
como importantes recursos alimenticios para humanos y animales en regiones 
áridas y semiáridas del mundo. Se ha descripto el aporte nutricional de algunas 
especies de Prosopis. Sin embargo, no se conocen datos de P. alpataco. La 
composición de los frutos de los algarrobos varía entre especies, sitios de cultivo, y 
aún dentro de la misma especie. A continuación, se muestra el análisis proximal de 
la harina de frutos enteros de P alpataco, y a partir de los mismos se calculó el 
aporte nutricional. 
Los resultados obtenidos del análisis de la composición de la harina de vainas 
completas se presentan en la Figura 97 y en la Tabla 24. 
 
Figura 97. Análisis proximal de la harina integral de P. alpataco deshidratada. 
Los componentes mayoritarios de la harina integral de P. alpataco, obtenida a partir 
frutos completos, son los hidratos de carbono (62,0 ± 3%) de los cuales el 13% 
corresponde a azúcares solubles y el 87% a azúcares insolubles. El 41% de los 
azúcares solubles están constituidos por azúcares reductores (Tabla 24). El alto 
contenido de azúcares reductores contribuiría con el sabor dulce de la harina. 
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Tabla 24. Composición porcentual en base seca de carbohidratos de la harina 
integral de P. alpataco (g /100 g PS). 
Azúcares 
totales 
Solubles 
totales 
Solubles  
Reductores  
Solubles No 
reductores 
62 ± 3 8,3 ± 0,5 3,4 ± 0,6 4,9 ± 0,6 
 
Como se observa en la Figura 97, el porcentaje de fibra dietaria obtenido fue del 
25,5 ± 2%. El contenido de fibra presente en la harina de chaucha aporta 
información asociada a los hidratos de carbono que pueden ser aprovechados por 
los rumiantes y, para el caso de la alimentación humana, son importantes para 
mejorar el tránsito gastrointestinal y la eliminación de toxinas y colesterol por 
adsorción de los mimos. Además, se investigó la presencia de mucílagos dado que 
se ha descripto en otros Prosopis y el valor obtenido fue de 2,6 ± 0,3%, similar al 
encontrado por Ibañez y Ferrero (2003) en semillas de P. flexuosa.  
Las proteínas constituyen el 10,2 ± 0,02% en base seca de la harina, siendo una 
harina de alto contenido proteico y este valor se encuentra dentro del rango 
descripto para otras especies de Prosopis (8 - 11 g/100 g en base seca) (Galán et 
al., 2008).  
El macrocomponente minoritario fue el aceite (3,2 ± 0,05% en base seca). Sin 
embargo, la composición de ácidos grasos del mismo es importante dado que posee 
una alta proporción de ácidos grasos insaturados (81,6%) con un predominio del 
ácido linoleico (39,6 g/100 g de grasa total) y oleico (37,4 g/100 g de grasa total). 
De los ácidos grasos saturados presentes, el ácido palmítico fue el que se obtuvo 
en mayor cantidad (11,8 g/100 g de grasa total) (Tabla 25). La proporción 
identificada de ácidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados en las 
muestras harina integral de P. alpataco corresponde a un 18,47%; 38,8% y 42,7%, 
respectivamente. La relación entre grasas insaturadas / saturadas fue de 4:1. 
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Tabla 25. Perfil de ácidos grasos de la harina integral de P. alpataco, expresada en 
g/100 g grasa total. 
Ácido Graso Cantidad (g/100g de grasa total) 
Saturados  
Mirístico  0,1 
Palmítico 11,8 
Esteárico 4,3 
Araquídico 1,4 
Behénico 0,8 
Insaturados  
Oleico 37,4 
Linoleico 39,6 
Linolénico 3,1 
Palmitoleico 0,6 
Gadoleico 0,8 
 
Algunos de los minerales presentes en los alimentos resultan esenciales para el 
organismo. Por ello, se determinó la cantidad de cenizas que contienen los frutos 
de P. alpataco. El residuo obtenido al final de la calcinación fue de color grisáceo y 
representó el 3,50 ± 0,05%. 
El aporte calórico de la harina integral de P. alpataco, calculado a partir del 
contenido proteico, de carbohidratos y lípidos fue de 317,15 Kcal / 100 g. 
3.4.1.2 Fraccionamiento secuencial de proteínas: 
La determinación de cada una de las fracciones proteicas presentes en la 
harina permite obtener información de la calidad nutricional de las proteínas y de 
sus características físico-químicas y funcionales (Chan et al., 1994; Nikokyris & 
Kandylis, 1997). A partir de la harina integral desgrasada de P. alpataco se 
determinó la composición de proteínas de reserva por el método de Osborne (1924). 
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Las globulinas representaron la fracción más abundante (41,0 ± 1,2%), seguida de 
las albúminas (29,6 ± 1,5%), las prolaminas (19,6 ± 1,5%) y por último, las glutelinas 
(9,8 ± 0,2%). Este patrón se corresponde con el descripto para otras especies de 
leguminosas (Nikokyris & Kandylis, 1997). 
3.4.1.3 Solubilidad de Proteínas en función del pH:  
La solubilidad de las proteínas depende de diversos factores como el pH, 
fuerza iónica y la presencia de sustancias anfipáticas como detergentes, entre otros. 
Con el objeto de conocer las condiciones para la obtención de proteínas y las 
potenciales propiedades funcionales de la harina de P. alpataco asociadas a las 
proteínas solubles, se estudió la solubilidad de las mimas en función del pH. 
La Figura 98 muestra el perfil de solubilidad de proteínas obtenido a partir de 
dispersiones de harina desgrasada de P. alpataco, preparadas al 1% p/v, a 
diferentes valores de pH. Las proteínas presentes exhibió la solubilidad más baja a 
pH 3,5 (5,36%). La mayor solubilidad de proteínas se alcanzó a pH alcalino (35%, 
a pH 11). El porcentaje de solubilidad fue calculado a partir de la cantidad de 
proteínas totales. 
 
Figura 98. Variación de la solubilidad de las proteínas con el pH en la harina integral 
de P. alpataco.  
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3.4.1.4 Polifenoles totales y actividad antioxidante in vitro 
Los polifenoles son componentes bioactivos presentes en los alimentos que le 
confieren diferentes propiedades funcionales y contribuyen con la actividad 
antioxidante de los mismos. El contenido de polifenoles cuantificados en los 
extractos metanólicos de harina de P. alpataco se observan en la Figura 99. Los 
polifenoles se extrajeron en un baño de ultrasonido y por agitación mecánica, como 
se describió en la metodología. La cantidad de polifenoles extraídos con ultrasonido 
fue 20,92 ± 0 mg GAE/100 g PS, mientras que con el extracto realizado con 
agitación mecánica fue 1,7 veces mayor (36,46 ± 1,75 mg GAE/100 g PS). 
Se determinó la actividad antioxidante de los extractos metanólicos de harina 
integral de frutos de P. alpataco utilizando el radical DPPH. En el extracto realizado 
con baño de ultrasonido se obtuvo menor actividad antioxidante (88,53 mg Vit E/100 
g PF) respecto del obtenido en agitación, que mostró una mayor capacidad para 
atrapar el radical libre DPPH (2255,17 mg Vit E/100 g PF), sugiriendo que no solo 
se extraen diferentes proporciones de polifenoles, sino que además, se 
diferenciarían en su composición y en su capacidad antirradicalaria. 
 
Figura 99. Contenido de polifenoles totales de extractos metanólicos de harina de 
P. alpataco, expresado en mg GAE/100 g en base seca. 
3.4.1.5 Hemoaglutininas 
Las fitohemoaglutininas en los alimentos son consideradas factores 
antinutricionales, sin embargo, en los últimos años han cobrado gran interés dado 
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que las mismas presentan actividad antitumoral y son incorporadas como alimentos 
funcionales, como fue mencionado previamente. Las fitohemoaglutininas se 
extrajeron de la harina con DMSO al 50% de acuerdo a lo descripto en materiales y 
métodos. La actividad hemoaglutinante específica fue definida como la relación 
entre la máxima dilución del extracto que evidencia hemoaglutinación y la 
concentración de proteína (0,35 HA/mg ml). 
  
3.4.2 Caracterización nutricional de pulpa de frutos maduros de C. 
microphylla 
3.4.2.1 Análisis proximal 
Condalia microphylla es una especie que presenta interés medicinal y 
alimenticio. Se ha reportado actividad insecticida de los extractos de tallo y hojas y 
efectos tóxicos que indujeron la mortalidad de animales en el monte. Sin embargo, 
sus frutos pueden constituir un recurso alimenticio de emergencia. Existe 
conocimiento que los habitantes indígenas los consumían frescos desde antes de 
la llegada de los españoles y se consideraban reguladores naturales del tránsito 
intestinal. Los resultados obtenidos de esta evaluación se presentan en la Figura 
100.  
 
 
Figura 100. Análisis proximal de la pulpa de frutos de C. microphylla deshidratada. 
Los frutos se consumen frescos o deshidratados por lo que es necesario conocer el 
contenido de agua de los mismos. Los frutos recién recolectados presentaron un 
contenido de agua del 70 ± 2% p/p. Los componentes mayoritarios de los frutos de 
C. microphylla, en base seca, fueron los hidratos de carbono (74 ± 2%) de los cuales 
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el 61% corresponde a azúcares solubles y el 39 % a azúcares insolubles. El 65,3% 
de los azúcares solubles están constituidos por azúcares reductores (Tabla 26). La 
fibra (FDN) obtenida a partir de la pulpa de frutos de piquillín en base seca fue de 
16,97%. 
Tabla 26. Composición porcentual en base seca de carbohidratos de la pulpa de 
frutos de C. microphylla (g /100 g PS). 
Solubles totales Reductores No reductores 
45,33 ± 1,33% 29,61 ± 2,8% 15,72 ± 2,8%  
Las proteínas y los lípidos fueron los componentes minoritarios de los frutos de 
maduros C. microphylla (4,8 ± 0,2% p/p y 1,5 ± 0.5% p/p en base seca, 
respectivamente). 
El contenido de cenizas de la pulpa de frutos maduros C. microphylla resultó ser de 
color blanco-grisáceo y representó el 2% de su peso seco (PS). 
3.4.2.2 Polifenoles totales  
Los polifenoles son componentes bioactivos presentes en los alimentos que le 
confieren diferentes propiedades funcionales y contribuyen con la actividad 
antioxidante de los mismos. Dado que la extracción de polifenoles (cantidad y 
composición) depende del solvente utilizado, se evaluaron tres alternativas de 
acuerdo a lo descripto en la Tablas 27 y 28. El contenido fenólico total para cada 
extracto de pulpa de frutos C. microphylla se expresó en mg de ácido gálico 
(GAE)/100 g en base seca (Tabla 27). 
Tabla 27. Concentración de polifenoles en extractos de pulpa de frutos de C. 
microphylla, expresado en mg de equivalentes de ácido gálico (GAE)/100 g de Peso 
Seco. 
Extractos Polifenoles (mg/100 g) 
E1 Acetona 70:30 v/v 2755 ± 490b 
E2 Metanol 1143 ± 112a 
E3 DMSO 50:50 v/v 4633 ± 174c 
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Referencias: Los valores mostrados corresponden a la media ± desviación 
estándar. Letras no comunes presentan diferencias significativas (p<0,01).  
 
Los diferentes sistemas de solventes utilizados mostraron una variación del 
contenido total de fenoles extraídos desde 343,45 hasta 1390,2 mg GAE/100g PS. 
El mayor valor se observó en el extracto obtenido a partir de DMSO 50% v/v (E3), 
seguido del extracto acetónico 70% v/v (E1) y, por último, el metanólico (E2). 
 
Tabla 28. Composición de polifenoles de la pulpa de frutos de C. microphylla en 
diferentes medios de extracción (E1: acetona 70% v/v; E2: metanol; E3: DMSO 50% 
v/v), expresado en mg/l. 
Medio de  
extracción 
E1 
Acetona 
70 % v/v 
E2 
DMSO 
50% v/v 
E3 
Metanol 
Ácido ascórbico nd** nd nd 
Ácido cafeico nd nd nd 
Ácido clorogénico  <3,5 <3,5 <3,5 
Ácido p-cumárico <1,0 4,34 12,03 
Ácido ferúlico nd nd nd 
Ácido gálico nd nd 2,08 
Rutina  12,08 8,23 8.80 
Catequinas <1,5 <1,5 3,30 
Epicatequinas <2,0 <2,0 6,36 
Floridzina HPLC nd nd nd 
HMF# nd nd nd 
Referencias: nd: no detectado DMSO: Dimetilsulfóxido HMF: 5-hidroximetil furfural. 
3.4.2.3 Antocianinas  
El interés por los pigmentos antociánicos se ha incrementado debido a sus 
propiedades biológicas. Estos ejercen efectos terapéuticos que incluyen la 
reducción de enfermedades coronarias, efectos antitumorales y antiinflamatorios. 
Los efectos beneficiosos de las antocianinas sobre la salud estarían relacionados 
 304 
con su actividad antioxidante. El contenido total de antocianinas de la pulpa madura 
de piquillín fue de 283 UDO / g en base seca. 
3.4.2.4 Actividad antioxidante in vitro 
En este ensayo se analizó el efecto antioxidante de los extractos de diferente 
polaridad utilizando el radical DPPH. Como se desprende de la Figura 101, los 
extractos estudiados presentaron actividad antioxidante. Los extractos obtenidos en 
acetona (E1) y DMSO (E3) mostraron mayor actividad antioxidante, mientras que el 
extracto de mayor polaridad (E2) mostró la menor actividad para atrapar al radical 
libre DPPH. 
 
Figura 101. Actividad antioxidante de tres extractos obtenidos de frutos maduros de 
C. microphylla, expresados en mg Eq VitE/g Peso Seco. Referencias: letras no 
comunes presentan diferencias significativas (p<0,05). 
3.4.2.5 Determinación de la toxicidad in vivo del extracto proteico de pulpa de 
frutos de piquillín 
Previo al análisis del efecto antioxidante in vivo, se llevaron a cabo curvas 
dosis-respuesta con cada extracto a fin deron determinar el rango de trabajo y la 
concentración letal cincuenta en el modelo del pez cebra (CL50: concentración que 
mató el 50% de los peces). El efecto tóxico de los extractos puede deberse, entre 
otras sustancias, a la presencia de taninos, saponinas o proteínas como 
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fitohemoaglutininas. Para analizar si los efectos tóxicos se deberían a componentes 
de bajo peso molecular libres (menores a 10 kDa) o a la presencia de proteínas de 
peso molecular superior al cut-off utilizado, se evaluó la toxicidad del extracto E4 
dializado y sin dializar. 
La Figura 102 muestra los porcentajes de acumulación de embriones muertos en 
función de la concentración de proteínas de los extractos analizados (E4 y E4 
dializado). La máxima cantidad de extracto dializado que no produjo efectos tóxicos 
fue de 1,37 µg de proteína /ml. La CL50, determinada por Probit según el método 
de Spearman Karbar, fue de 2 ± 0,4 µg de proteína / ml, para el extracto dializado y 
de 1,9 ± 0,4 µg de proteína / ml para el extracto original (E4), por lo que no se 
observaron diferencias significativas.  
 
Figura 102. Curva dosis-respuesta (muerte) del extracto de frutos maduros de 
piquillín (E4) en embriones del pez cebra. Extracto de pulpa no dializado ( ) y 
extracto previamente dializado ( ). 
El extracto E4 causó la muerte de todos los embriones en una concentración de 2,2 
µg/ml, mientras que para el extracto E4 dializado la concentración de proteínas que 
causó la muerte de todos los peces fue de 3,3 µg/ml.  
3.4.2.6. Actividad hemoaglutinante 
Se ha descripto previamente la presencia de fitohemoaglutininas en frutos 
silvestres (Delgado-Paredes et al., 2014; Barboza et al., 2009) como proteínas 
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tóxicas de defensa, por esta razón se evaluó la actividad hemoaglutinante del 
extracto E4 de frutos de piquillín tratado previamente con carbón activado (E4C*), 
dializados (E4 dializado) y sin tratar (E4). 
Los resultados de la actividad hemoaglutinante, evaluada en los diferentes extractos 
(E4, E4 C* y E4 dializado) se presentan en la Tabla 29. 
Tabla 29. Actividad hemoaglutinante del extracto de frutos de C. microphylla E4, E4 
tratado con carbón activado (E4C*) y E4 dializado. 
Muestra Act. específica (**) HA/mg ml 
E4 272 
E4 C* 414 
E4 dializado 505 
Referencias: E4C*: extracto E4 tratado con carbón activado 12,5 mg/l; Título (*): 
máxima dilución del extracto que evidencia hemoaglutinación visible a los 30 
minutos. La actividad específica (**) fue definida como la relación entre el título y la 
concentración de proteína, expresada en actividad hemoaglutinante / concentración 
de proteínas totales (HA/mg ml). 
 
La máxima dilución del extracto que causó hemoaglutinación fue de 1:150, 
correspondiente al extracto original (E4) y de 1:200 para el extracto tratado con 
carbón activado (E4C*:12,5 mg de proteína/l). Como puede observarse, la dilución 
del extracto E4 dializado aumentó a 1:250. 
La utilización de carbón activado permitió incrementar la actividad hemoaglutinante 
respecto del extracto original (E4). Sin embargo, la mayor actividad (505 HA/mg ml) 
fue obtenida a partir del extracto E4, previamente dializado (Figura 103).  
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Figura 103. Titulación de hemaglutinación del extracto de pulpa de frutos de piquillín 
(E4 dializado). Las columnas representan las diferentes diluciones del extracto E4 
evaluadas, las filas indican las repeticiones realizadas. 
 
Con el fin de caracterizar las fitohemoaglutininas (determinar la especificidad de 
unión a azúcares) se evaluó la inhibición de la actividad hemoaglutinante en 
presencia de diferentes azúcares. Los azúcares probados (lactosa, maltosa, 
manosa, glucosa y galactosa, 0,5 M) no causaron inhibición de la actividad 
hemoaglutinante. Luego de confirmar actividad hemoaglutinante en los extractos, 
se realizó un perfil proteico del extracto dializado por electroforesis. La presencia de 
diferentes proteínas pudo verificarse por electroforesis en gel de acrilamida, donde 
se detectaron tres bandas proteicas, de 56, 31 y 28 kDa (Figura 104). 
 
Figura 104. Electroforesis SDS-PAGE del extracto de pulpa de piquillín (E4 
dializado). A la izquierda, marcador de peso molecular, hacia la derecha, cantidades 
crecientes de proteina de pulpa de piquillín (0,18 - 1,1 mg de proteína). 
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3.4.2.7 Medición del efecto en la oxidación lipídica in vivo 
La evaluación de la actividad antioxidante in vivo, utilizando el modelo del pez 
cebra se realizó a partir del extracto donde se observó mayor actividad in vitro (E4). 
El efecto antioxidante in vivo de los extractos de piquillín en acetona fue evaluado 
en el modelo de pez cebra. Para ello, se utilizó H2O2 (concentración final 2,4% v/v) 
como agente oxidante. Como se observa de la Figura 105, el extracto de piquillín 
(E4) fue capaz de proteger las larvas de 5 días pos-eclosión de pez cebra frente al 
estrés oxidativo causado por el H2O2, mientras que la incubación con H2O2 produjo 
un incremento en la oxidación lipídica de un 30 ± 3,8% con respecto al basal (p< 
0,01). Cuando los peces fueron incubados con el extracto E4 se observó una 
disminución significativa de la oxidación lipídica en presencia de H2O2 (89 ± 0,8%, 
p<0,01) con respecto al basal. Además, se hizo un control con el extracto original 
(E4), donde no se observaron diferencias significativas con el valor basal (102 ± 
2,2%). En el presente estudio, el extracto E4 presentó inhibición de la oxidación 
lipídica inducida por un agente oxidante (H2O2 2,4% v/v) (Figura 105). El valor basal 
de MDA obtenido en el grupo de control (100% del valor en ordenadas) fue de 1,34 
µM. 
 
Figura 105. Actividad antioxidante in vivo del extracto de pulpa de frutos de C. 
microphylla evaluada en larvas de pez cebra (de 5 días pos-eclosión). Letras no 
comunes presentan diferencias significativas (p<0,01). Cambios en el contenido de 
malondialdehído (MDA) en larvas de peces cebra (Danio rerio) (192 hpf) tras 
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exposición a estrés oxidativo (2,4% v/v H2O2) en presencia de un extracto fenólico 
(1,44 μg eq GAE / ml). En la figura, el porcentaje de concentración de MDA del grupo 
de control, como medida de la peroxidación lipídica, se representa en ordenadas 
para cada una de las condiciones experimentales indicadas en abscisas.  
3.4.2.8. Evaluación del mal de piquillín  
Con el propósito de reproducir los efectos tóxicos motores causados por el 
consumo de corteza de piquillín en animales de laboratorio se utilizó el modelo del 
pez cebra. Luego de alimentar los peces durante 8 semanas con una mezcla 
preparada con harina de corteza de piquillín y alimento para peces de acuerdo a lo 
descripto en materiales y métodos, se logró reproducir el síndrome descripto por 
Delgado et al. (2011). Los primeros síntomas de toxicidad observados (luego de 15 
días de tratamiento) estuvieron asociados con el sistema locomotriz de los peces. 
Los peces tratados con alimento suplementado con harina de corteza de piquillín 
presentaron nado deficiente y los movimientos fueron cada vez más lentos. Estos 
síntomas fueron acentuándose con el tiempo.  
A los 30 días de tratamiento, los animales no direccionaban su nado, realizaban 
recorridos desde la superficie hacia el fondo de la pecera (falta de flotabilidad) y 
realizaban un gran esfuerzo para subir en busca de alimento. Además, el 80% de 
los peces presentaron deformaciones en la columna vertebral (Figura 106). Se 
observó también un retraso en las respuestas inmediatas de los peces ante un 
estímulo físico externo y síntomas de ataxia.  
 
Figura 106. a y b) Deformaciones en la columna vertebral observadas en peces 
cebras alimentados con harina de corteza de piquillín y alimento; c) control 
(alimentados con alimento comercial).  
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Luego de cuatro semanas de la aparición de los primeros síntomas de toxicidad, 
comenzaron los eventos de letalidad. El tiempo registrado entre la visualización de 
los primeros síntomas de toxicidad y la muerte fue de 30 a 40 días. Los controles 
no presentaron síntomas de toxicidad ni mortalidad. El 100% de los animales 
sometidos al tratamiento con harina de corteza de piquillín murieron en el término 
de 8 semanas. Por otra parte, no se observaron diferencias en las respuestas entre 
machos y hembras.  
 
3.5 DISCUSION 
La mayoría de las regiones áridas y semiáridas de los países en vías de 
desarrollo enfrentan hoy un progresivo deterioro ambiental, ecológico y social, 
producto del uso intensivo de sus recursos naturales. 
Esta investigación interdisciplinaria, como aporte a la ciencia básica y aplicada, 
contribuyó a conocer las propiedades nutricionales de dos especies del monte 
patagónico, Prosopis alpataco y Condalia microphylla. 
 
Se realizó un estudio de las propiedades funcionales y del valor nutricional de los 
frutos de estas especies nativas que son frecuentemente utilizadas entre los 
pobladores de la región. 
El género Prosopis constituye un significativo recurso alimenticio para los humanos 
y animales de diferentes comunidades de regiones áridas y semiáridas del mundo. 
Sus frutos poseen un contenido de proteína bruta entre 10 y 17 g/100 g PS y de 
carbohidratos totales (13 - 34 g/100g PS) (Silva et al., 2000; Galán et al., 2008). Si 
bien las harinas de Prosopis constituyen un recurso alimenticio ampliamente 
difundido, el conocimiento sobre el valor nutricional de P. alpataco es escaso, a 
pesar de ser una especie endémica de Argentina. 
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Los resultados obtenidos de la caracterización nutricional de P. alpataco fueron 
comparados con los del algarrobo blanco (P. alba) dado que ésta es una especie 
reconocida por el Código Alimentario Argentino (CAA, 1960). 
La harina de P. alpataco, presentó la siguiente composición centesimal: proteínas: 
10,2%; grasas: 3,23%, fibra dietaria total: 25,5%, carbohidratos: 62,3%, cenizas: 
3,48%, mucílagos: 2,6%, humedad 7,3%. 
Los registros bibliográficos reportan para P. alba: proteínas: 7,4 - 11,7%, grasas: 1,8 
- 4,32%, fibra: 12,49 - 21,2%, carbohidratos: 35,0 - 66,69%, cenizas: 3,4 - 4,8%, 
humedad: 4,0 -10,0% (Sciammaro et al., 2015; Galán et al., 2008; Prokopiuk et al., 
2000; Prokopiuk, 2004; Galera et al., 1992; Oduol et al., 1986). Los valores hallados 
de la composición centesimal de la harina de P. alpataco se encuentran dentro del 
rango reportado para P. alba y para otras especies de Prosopis.  
El valor de proteína bruta hallado en este trabajo (10,2 ± 0,02 g/100g PS) se 
asemeja a los reportados en la literatura para esta especie (Meglioli, 2009) y para 
otras del género Prosopis (Silva et al., 2007; Bernardi et al., 2006; Freyre, 2003; 
Meyer et al., 1986). Cabe destacar que este valor proteico es similar al registrado 
en cereales (7-15%) (Champagne et al., 2004; Shewry, 1993; Zuber & Darrah, 1987) 
y que supera el valor umbral de 8%, considerado adecuado para la dieta de bovinos 
y equinos (Meglioli, 2009). Así, las vainas de esta especie constituyen un potencial 
recurso tanto para forraje como para alimento humano. 
La fibra alimentaria ha sido científicamente reconocida en la prevención de algunas 
enfermedades, tales como trastornos gastrointestinales y altos niveles de colesterol 
(Villanueva-Suarez et al., 2003). La cuantificación de fibra presentó valores similares 
a los reportados para P. alba (Sciammaro et al., 2015; Prokopiuk, 2004) e inferiores 
a los de P. ruscifolia (54,8 g/100g PS), P. juliflora (40,15 g/100 g PS) y P. nigra 
(45,93 g/100 g PS) (Freyre et al., 2010; Galán et al., 2008). Esta variación del 
contenido de fibras podría deberse a la influencia que ejerce el medio ambiente en 
cada una de las especies, principalmente sobre la etapa de desarrollo. En general, 
las condiciones ambientales parecen ejercer mayor influencia que las diferencias 
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genotípicas sobre el contenido de constituyentes de la pared celular (Kruse et al., 
2008). 
Las cenizas totales cuantificadas en este trabajo (3,48 ± 0,05%) duplicó los valores 
establecidos en harinas convencionales como las de trigo, de arroz, de maíz y de 
sorgo (Surco Almendras & Alvarado, 2010; Rosado et al., 1999). Esto evidencia un 
mayor aporte de minerales de las harinas de P. alpataco, respecto de las 
mencionadas. 
La humedad que posee un alimento impacta sobre su calidad debido a que influye 
en la conservación y posible contaminación (Ureña & Encina, 2007). Respecto al 
contenido de humedad, el código alimentario presenta valores de calidad 
específicos para semillas de leguminosas como lentejas, arvejas, garbanzos de 
climas templados entre 16-18% (OMS/FAO, 1989). El contenido de agua 
determinado en la harina integral de P. alpataco (7,3 ± 0,1%) se encuentra por 
debajo del sugerido para las semillas de leguminosas y representa una ventaja para 
su conservación. Por otra parte, se sabe que la presencia de mucílagos está 
relacionada con la capacidad de retención de agua. Dado que la cantidad de 
mucílagos fue de 2,6 ± 0,3 g/100 g PS, la harina de P. alpataco podría ser utilizada 
para elaborar productos donde la retención de agua sea un factor a considerar, 
como por ejemplo en la elaboración de pan dulces, bocaditos y madalenas. 
Por otra parte, se observó un alto contenido de azúcares totales (62%) en 
comparación con lo reportado para P. nigra, P. chilensis, P. alba y P. velutina (Galán 
et al., 2008; Meyer et al., 1986). Nuestros resultados coinciden con los informados 
para harinas de frutos completos de P. alba (Sciammaro et al., 2015). 
El fraccionamiento de las proteínas de productos alimenticios tiene gran importancia 
debido a que permite explicar la contribución de cada fracción a la calidad nutricional 
y sus propiedades funcionales y, por ende, las aplicaciones en la elaboración de 
ciertos productos alimenticios (Kwon et al., 1996). Dependiendo de la proporción de 
cada una de las fracciones proteicas en los granos, será la calidad nutricional de su 
proteína total, así como las características fisicoquímicas y funcionales (Gallegos 
Tintore et al., 2004). Por lo general, la mayor proporción de proteína en granos de 
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leguminosas se encuentra en forma de globulinas, seguida por albúminas y, en 
menor cantidad, glutelinas y prolaminas (Nikokyris & Kandylis, 1997; Santos et al., 
1997; Chan & Phillips, 1994; Sathe & Salunkhe, 1981; Derbyshire et al., 1976). Las 
glutelinas y prolaminas generalmente son las responsables de las propiedades 
reológicas de los alimentos, como viscosidad y elasticidad (Herrera et al., 2003). 
Varios autores han indicado que las semillas de leguminosas no contienen 
prolaminas, o sólo en un porcentaje muy bajo (Osborne et al., 1998; Buchanan et 
al., 2002; Boulter, 1977; Sosulski & Fleming, 1977). Esto fue también observado en 
la harina integral de P. alpataco, donde se encontró un 41% de globulinas y un 
29,6% de albúminas. Las prolaminas y glutelinas se encontraron presentes, en 
forma minoritaria (19,6% y 9,8%, respectivamente). La presencia de prolaminas y 
glutelinas ha sido reportada en otras especies de Prosopis. Ezeagu & Gowda (2006) 
obtuvieron que la fracción proteica más representada en harinas de semillas de P. 
africana fue la de las glutelinas (11,37%) y la menos representada fue la de las 
prolaminas (0,30%). De acuerdo a Casey & Domeney (1984), la presencia 
mayoritaria de globulinas está relacionada con altos contenidos de residuos de 
ácidos glutámico y aspártico. Gallegos-Infante et al. (2013) también hallaron 
prolaminas (5,39%) y glutelinas (27%) en pinole a base de vainas de P. laevigata. 
Las diferencias registradas entre los datos podría deberse, entre otras razones, a 
que el contenido de proteína depende de diversos factores tales como la especie o 
variedad, la etapa de crecimiento y las condiciones climáticas (García et al., 2011). 
La solubilidad proteica constituye otro parámetro relevante para determinar la 
posibilidad de uso de un producto como gelificante, emulsionante y espumante 
(Mizubiti et al., 2000). El patrón de solubilidad en función del pH observado para la 
harina integral de P. alpataco es comparable al informado en otras especies de 
leguminosas (Morales et al., 2012; Osman, 2004; Idouraine et al., 1991; Sathe & 
Salunkhe, 1981). Silva (1997) describió un patrón similar en aislados proteicos de 
P. juliflora, donde observó una gran solubilidad a pH 3 y un aumento progresivo de 
la misma a partir de pH 5. El alto valor de solubilidad proteica a pH ácido y alcalino 
sugiere que las proteínas de la harina de P. alpataco podrían tener numerosas 
aplicaciones en el campo de los alimentos (Morales et al., 2012). 
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Se sabe que altos valores de grasa en las harinas pueden interferir en la calidad y 
estabilidad de las mismas durante el almacenamiento y provocar la rancidez del 
producto (Cortés, 2002). El bajo contenido de grasas determinado indica que la 
harina integral de P. alpataco constituye un producto poco susceptible a procesos 
de oxidación, estrechamente relacionado con el tiempo de conservación del 
producto. De los resultados obtenidos a partir del análisis de la composición lipídica 
se desprende que los ácidos grasos insaturados (AGPI) predominan sobre los 
saturados, donde el ácido linoleico y el oleico aportaron prácticamente el 50% de 
ellos. Estos niveles coinciden con los reportados previamente para P. ruscifolia 
(Freyre et al., 2003). Los ácidos linoleico, y el linolénico, presentes en el perfil de 
aceites de P. alpataco se consideran ácidos grasos esenciales, porque no pueden 
ser biosintetizados y resultan necesarios para la síntesis de muchas estructuras 
celulares y varios compuestos de importancia biológica (Lawson, 1999). Los aceites 
esenciales son requeridos en una proporción de 1 a 2% de los lípidos totales 
consumidos (Badui, 1996).  
Varios estudios han demostrado la existencia de una fuerte relación entre el 
consumo de grasa saturada, la presencia de niveles elevados de colesterol en 
plasma y la tasa de mortalidad asociada a enfermedades cardiovasculares 
(Rodríguez-Cruz et al., 2005). Durante mucho tiempo la relación entre la dieta y la 
salud cardiovascular estuvo centrada en la proporción de ácidos grasos saturados 
y poliinsaturados, excluyendo a los ácidos grasos monoinsaturados. En los últimos 
años, se ha demostrado que un consumo elevado de ácidos grasos 
monoinsaturados supone también una reducción de la colesterolemia y una menor 
incidencia a enfermedades cardiovasculares. La acción hipolipémica del ácido 
linoleico en humanos ha sido confirmada por varios grupos de investigación 
(Bjorntorp, 1968; Nichaman et al., 1967; Ahrens, 1957).  
La relación insaturados/saturados hallada para la harina de P. alpataco fue de 4:1.  
Debido a que los ácidos grasos insaturados poseen efectos beneficiosos para la 
salud, donde algunos de ellos son considerados esenciales, esta harina podría ser 
un producto alternativo en la dieta para el consumo humano. La mayor 
representatividad dentro de los ácidos grasos saturados fue dada por el ácido 
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palmítico (que triplica los niveles de ácido esteárico). Estos resultados coinciden con 
lo expuesto para otras especies de Prosopis (Cruz, 1997; Lamarque et al., 1994; 
Meyer, 1984; Figueiredo, 1975). La proporción predominante de lípidos insaturados 
puede sugerir que los mismos tendrían un rol importante como sustratos 
precursores de los aromas característicos de los productos elaborados a partir de 
estas harinas. 
El valor nutritivo de las leguminosas se debe esencialmente a su contenido proteico, 
a que constituyen una fuente importante de carbohidratos complejos y a que poseen 
bajo contenido en lípidos (excepto en el caso de semillas oleaginosas) (Zulet & 
Martínez, 2001).  
Los polifenoles podrían modificar el valor nutritivo de las leguminosas (Deshpande 
& Salunkhe, 1982). Sin embargo, estos compuestos disminuyen el riesgo de 
contraer enfermedades crónicas mediadas por estrés oxidativo que conducen a la 
degeneración celular; como es el caso del cáncer, diabetes o desórdenes 
cardiovasculares (García Andrade et al., 2013). 
Vasco et al. (2008) clasificaron los frutos frescos en tres categorías, de acuerdo al 
contenido de polifenoles, en bajo (<100 mg GAE/100 Peso fresco), medio (100 - 500 
mg GAE/100 g Peso fresco) y alto (>500 mg GAE/100 g Peso fresco). De acuerdo 
a esta clasificación, la harina de frutos completos de P. alpataco presentó bajo 
contenido en polifenoles.  
Para la extracción de polifenoles de la harina de vainas completas de P. alpataco 
se utilizaron dos estrategias metodológicas (agitación por ultrasonido o mecánica). 
Se observaron diferencias significativas entre los dos tipos de extractos realizados. 
Si bien el solvente utilizado fue el mismo, en las extracciones reiteradas con baño 
de ultrasonido se obtuvo un menor contenido de polifenoles respecto de la 
extracción en agitación, sin sonicado (19,4 mg GAE/100 g Peso fresco y 33,8 mg 
GAE/100 g Peso fresco, respectivamente), sugiriendo que la agitación mecánica fue 
más efectiva. Estos valores resultan inferiores a los reportados por Cardozo et al. 
(2010) para extractos de harina de P. alba (180 mg GAE/100 PS) y P. nigra (190 
mg GAE/100 PS).  
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Otro componente capaz de disminuir el valor nutricional de la harina integral de P. 
alpataco podría ser la presencia de fitoaglutininas. Se detectaron niveles más bajos 
de aglutinación de eritrocitos humanos (0,35 HA/mg ml) que los reportados en 
harinas de frutos completos de las especies P. juliflora, P. nigra y P. alba (Galán et 
al., 2008).  
Finalmente, los resultados obtenidos del análisis de los distintos componentes 
nutricionales de la harina de P. alpataco, indican que esta harina constituye una 
importante fuente de hidratos de carbono, de fibras y proteínas.  
 
El conocimiento popular de C. microphylla está asociado al consumo de los frutos 
frescos y en preparaciones como arrope, aloja y mermeladas. Además, es una 
especie reconocida como fuente de bioinsecticidas y asociada con eventos de 
toxicidad, al ser consumida como forraje. A pesar de ello, se desconocen las 
propiedades nutracéuticas y funcionales de los frutos y los estudios sobre toxicidad 
de esta especie, son limitados. 
En vista de las actuales demandas, las tendencias actuales de investigación se han 
enfocado al conocimiento de nuevas fuentes de productos naturales con 
propiedades funcionales y que juegan un rol muy importante como agentes 
protectores de la salud (Arvanitoyannis & Houwelingen-Koukaliaroglou, 2005). 
Este trabajo de investigación permitió evaluar las propiedades funcionales y 
nutricionales de los frutos, así como también la toxicidad reportada para este 
arbusto en vertebrados. 
Se sabe que los compuestos bioactivos presentan grandes variaciones en las 
diferentes etapas de crecimiento de las plantas. Durante la maduración, los frutos 
de Ziziphus jujuba, aumentan su tamaño y contenido de agua y disminuye el 
contenido proteico (Choi et al., 2012). La selección del fruto en la etapa de madurez 
puede proporcionar beneficios óptimos que permitan considerar el producto como 
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un alimento funcional (Guo et al., 2015). Por ello, todos los análisis fitoquímicos de 
C. microphylla fueron realizados a partir de la pulpa de frutos maduros.  
La caracterización nutricional de frutos de C. microphylla obtenida en este trabajo, 
fue comparada con las informadas en la base de datos de alimentos (USDA 
Database, 2015) para otra especie reconocida de la familia Rhamanceae, como es 
Ziziphus jujuba. 
La pulpa de frutos maduros de C. microhylla, presentó la siguiente composición 
centesimal en base seca: proteínas: 4,8%; grasas: 1,47%, fibra dietaria total: 17%, 
carbohidratos: 74%, cenizas: 2%. 
Los registros bibliográficos reportan para los frutos de Ziziphus jujuba, la siguiente 
composición centesimal: proteínas en base seca: 5,42%; grasas: 0,9%, fibra dietaria 
total: 27,10%, carbohidratos: 91,37%, cenizas: 0,51% y humedad: 77,86%. (Gao et 
al., 2013; USDA, 2015). En comparación con los frutos de esta especie, C. 
microphylla posee menor cantidad de carbohidratos totales y de fibra dietaria total, 
y un mayor contenido de extracto etéreo. Estas diferencias en la composición 
proximal podría deberse a las condiciones climáticas, la naturaleza del suelo y las 
precipitaciones de los sitios de distribución de cada una de las especies 
mencionadas (Talukdar et al., 2014). 
El contenido proteico obtenido de los frutos de esta especie fue similar al descripto 
para frutos drupáceos por Debussche et al. (1987). En general, en la pulpa de frutos 
estos valores resultan relativamente bajos debido a que las proteínas se concentran 
mayoritariamente en las semillas. Las proteínas presentes en el mesocarpo de los 
frutos carnosos suelen estar asociadas a los procesos metabólicos de la planta, el 
medio ambiente y las situaciones de estrés o ataques de patógenos. Se sabe que 
cuando las plantas están sometidas a diferentes tipos de estrés ambiental, se 
producen cambios cuantitativos y cualitativos del contenido proteico. Esto podría 
explicar los valores de proteínas totales hallados en la pulpa de frutos de C. 
microphylla (4,85%) del monte xerofítico, que fueron superiores a los reportados 
para Z. mauritiana cultivada en regiones fértiles (0,85 -1,2%) (Talukdar et al., 2014). 
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C. microphylla presentó bajos niveles de extracto etéreo. Estos resultados coinciden 
con lo observado en Zizipus jujuba (Li et al., 2007).  
Los frutos de C. microphylla podrían ser considerados una fuente importante de 
fibras dado que el contenido de fibras (FDN) determinado fue de 17%. 
Los carbohidratos son sustancias involucradas en los mecanismos de defensa de 
las plantas. Estudios ecológicos y agronómicos descriptivos han descubierto una 
fuerte correlación entre la concentración de azúcares solubles y la tolerancia al 
estrés. Se sabe que la acumulación de carbohidratos y glicoproteínas ricas en 
hidroxiprolina actúa como barrera mecánica entre las paredes celulares y limita la 
colonización fúngica (Showalter et al., 1985). Además, los azúcares solubles 
desempeñan un papel clave en el control del potencial osmótico en las células 
vegetales (Pattanagul & Thitisaksakul, 2008; Chaum & Kirdmanee, 2009; Siringam 
et al., 2012). Nuestros resultados indican que, al igual que lo reportado para Ziziphus 
jujuba (Guo et al., 2015), los azúcares son los principales nutrientes hallados en los 
frutos de C. microphylla maduros y además contribuyen con su sabor.  
El contenido de cenizas determinado se encuentra en el rango informado para Z. 
mauritinana (1,79-2,37 g/100 g PS) (Leakey, 1999). 
El valor de humedad determinado en los frutos de C. microphylla indica que el 70% 
de la pulpa está constituida por agua. Este contenido de humedad es frecuente en 
frutos de este tipo, donde se estima que este valor oscila entre el 60 - 95% (Webster 
& Wilson, 1966). Esto lo convierte en un fruto muy susceptible a la pudrición y a la 
pérdida de agua, con el consecuente deterioro organoléptico, relevantes para 
mantener la calidad de los frutos post-cosecha. 
Los resultados de este estudio han demostrado que los frutos de C. microphylla 
presentan un bajo contenido de proteínas (de 4.85%) y de lípidos (1,47%) y poseen 
un alto contenido de hidratos de carbono (74%).  
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Los frutos frescos de Condalia microhylla además del aporte nutricional presentan 
interés por la presencia de metabolitos secundarios con potenciales efectos 
biológicos, como polifenoles y antocianinas. 
Los flavonoides, ácidos fenólicos, taninos y antocianinas son metabolitos 
secundarios ubicuos presentes en plantas que sirven como protección contra el 
estrés biótico y abiótico, tales como la radiación UV, temperaturas extremas e 
infecciones por hongos, parásitos y otros patógenos (Ruiz et al., 2010; Zobel, 1997). 
Sun et al. (2011) sugieren que el contenido de antioxidantes naturales está 
relacionado con las condiciones ambientales donde se desarrollan los frutos. Murillo 
et al. (2012) presentaron el contenido fenólico total de 39 frutas tropicales y la 
máxima concentración que hallaron fue a partir de un extracto metanólico de Z. 
mauritiana (604,80 mg GAE/100g Peso fresco). Sin embargo, en este trabajo los 
polifenoles extraídos y la composición de los mismos variaron significativamente de 
acuerdo al solvente utilizado. Estas diferencias podrían deberse a la influencia que 
ejerce la altitud y la precipitación anual sobre la cantidad de antioxidantes naturales 
(Sun et al., 2011). 
El contenido de polifenoles totales de frutos de C. microphylla extraídos con un 
medio de extracción en acetona acuosa al 70% fue de 2.755 ± 490 mg GAE / 100 g 
PS). Este valor fue 2,3 veces superior al de los frutos de Z. mistol (1297.20 ± 143.40 
mg GAE / 100 g) (Cardozo et al., 2011). La mayor cantidad de polifenoles obtenida 
en este trabajo, se obtuvo cuando la extracción fue realizada en DMSO 50:50 v/v 
(4633 mg GAE/100g PS ± 174). Por otra parte, se observó que el DMSO extrajo 1,7 
y 4 veces más de polifenoles totales que el medio de extracción en acetona 70% v/v 
y metanol, respectivamente. Este valor superó 3,5 veces el contenido de polifenoles 
reportado por Cardozo et al. (2011) en extractos de frutos de Z. mistol. Por otra 
parte, el contenido total de polifenoles hallado no explica las diferencias observadas 
en la actividad antioxidante. Esto podría deberse a las diferencias en la composición 
de polifenoles que fueron extraídos con diferentes solventes. 
De acuerdo al contenido de polifenoles (Vasco et al., 2008), los frutos de C. 
microphylla se clasifican dentro de la categoría de alto contenido, junto con otras 
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especies nativas de Argentina, como Z. mistol (Cardozo et al., 2011) y Geoffroea 
decorticans (Costamagna et al., 2013).  
La actividad antioxidante in vitro (utilizando el método del DPPH) de los extractos 
de DMSO y acetona no presentaron diferencias significativas. Existe un consenso 
de que la capacidad antioxidante se correlaciona directamente con los compuestos 
fenólicos presentes (Connor et al., 2002; Robards et al., 1999; Yang et al., 2002). 
Sin embargo, nosotros observamos que la diferencia del contenido de polifenoles 
extraídos con DMSO y acetona no explica la actividad antioxidante observada en 
los diferentes extractos. Como se desprende de nuestros resultados, la actividad 
antioxidante del extracto con acetona y el de DMSO fueron similares. Sin embargo, 
el contenido de polifenoles totales de ambos extractos fue significativamente 
diferente, por lo que no se observó una relación entre el contenido de compuestos 
fenólicos y la inhibición del radical DPPH. La capacidad antioxidante de una planta 
se debe al efecto combinado de diversos factores, como la presencia de otro tipo 
de metabolitos antioxidantes polares que podrían no ser extraídos con DMSO. 
Las diferencias observadas entre la actividad antioxidante a través del monitoreo de 
la cantidad de DPPH en el sistema y el contenido de polifenoles extraído se debería 
a la diferencia en la composición de polifenoles determinada en cada uno de los 
extractos. 
La presencia de otras sustancias antioxidantes ha sido reportada en varias especies 
de la familia Rhamanaceae. Gao et al. (2013) indicaron un alto contenido de 
vitamina C en Ziziphus jujuba, mientras que Murillo et al. (2012) reportaron valores 
de 21,30 mg Ac Ascórbico/100 g Peso fresco en Z. mauritiana. 
Muchas frutas toman una coloración roja o negra en la madurez debido a la 
acumulación de antocianinas, que además contribuyen en gran medida con sus 
propiedades antioxidantes (Zhu et al., 2009). Tal como fue explicado por Zhu et al. 
(2009) para los frutos de Z. jujuba, el color rojo oscuro de los frutos maduros de C. 
microphylla podría deberse a una combinación de las antocianinas no degradadas 
y los productos ya degradados, que adquieren coloración marrón. A pesar que no 
 321 
se detectaron antocianinas en los frutos rojos de Z. mistol (Cardozo et al., 2011) los 
frutos de C. microphylla presentaron 283 UDO/g PS de antocianinas.  
Las antocianinas son compuestos flavonoides con fuerte poder reductor, y 
posiblemente cumplan un papel importante como antioxidantes y en la regulación 
del estado redox de la célula (Leng & Qi, 2003). Algunos experimentos llevados a 
cabo in vitro demostraron que las antocianinas pueden eliminar radicales 
superóxido (Yamasaki et al., 1996) y peróxido de hidrógeno (Leng & Qi, 2003). 
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que habrían componentes del 
extracto de la pulpa de C. microphylla con afinidad a eritrocitos humanos al realizar 
la prueba de aglutinación. Sin embargo, la inhibición de esta actividad con los 
carbohidratos simples utilizados fue negativa. Cuando se desconoce el carbohidrato 
específico que se une a la proteínas que aglutinan los glóbulos rojos, éstas 
proteínas reciben el nombre de fitohemaglutininas (Rincón Alonso, 2014). La 
actividad hemoaglutinante varió según el extracto utilizado (E4, E4 C* y E4 
dializado) para la evaluación. El extracto original de pulpa de frutos (E4) y los 
obtenidos luego de la diálisis (E4 dializado) y del tratamiento con carbón activado 
(E4C*), presentaron las siguientes características: el extracto dializado y el E4C* 
disminuyeron 1,14 y 1,12 veces respectivamente, la concentración de proteína 
respecto del extracto original (E4). El proceso de dializado permitió extraer el 94% 
de los polifenoles presentes en el extracto sin tratar (E4), mientras que el tratamiento 
con carbón activado extrajo el 41% de éstos. Sin embargo, la capacidad de 
aglutinación de eritrocitos observada en el extracto E4 dializado y en E4C* fue 
similar (505 HA/mg ml y 414 HA/mg ml, respectivamente) y superior a la que 
presentó el extracto original (272 HA/mg ml). El incremento en la actividad 
específica se corresponde con la eliminación de proteínas y polifenoles de bajo peso 
molecular (< 10 KDa) que fueron extraídas por el proceso de diálisis o adsorbidas 
por el carbón activado. 
El contenido de polifenoles y la actividad hemoaglutinante observada en cada uno 
de los extractos sugiere la idea que existen otras moléculas de bajo peso molecular 
que podrían estar interfiriendo en la actividad hemoaglutinante o bien, que la 
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respuesta observada sea producto de la inespecificidad que poseen los polifenoles 
sobre la aglutinación de eritrocitos (Cortés-Giraldo et al., 2012). Estos autores 
relacionaron la naturaleza inespecífica de los polifenoles sobre los glóbulos rojos 
con las diferentes cantidades de grupos hidrófobos, hidroxilo y la estructura terciaria 
que son los factores que pueden contribuir con la actividad hemoaglutinante.  
El perfil proteico obtenido del extracto que presentó mayor actividad 
hemoaglutinante (E4 dializado) permitió confirmar la presencia de proteínas 
responsables de esta actividad, es decir, fitoaglutininas. Si bien estas proteínas han 
sido mencionadas en varias oportunidades como un factor antinutricional (Kumar et 
al., 2013; Nasi et al., 2009), muchas investigaciones se han focalizado en sus 
efectos como agentes antitumorales. Hay evidencias de que las lectinas son 
moléculas que tienen actividad antitumoral a través de un mecanismo de muerte 
celular programada (apoptosis) (Huang et al., 2014; Faheina-Martins et al., 2012; 
Fu et al., 2011; Li et al., 2011). 
La evaluación de toxicidad realizada a partir del extracto E4 de frutos de C. 
microphylla indicó que la máxima concentración de proteína soluble en el extracto 
que no produjo efectos tóxicos fue 1,35 µg/ml. Este valor resultó 74 veces menor al 
valor de referencia propuesto por Brusotti et al., (2013), para considerarlo como un 
aislado con potencial actividad biológica (100 µg/ml).   
La toxicidad de los extractos E4 sin dializar y dializado no presentó diferencias 
significativas, por lo que la toxicidad observada está asociada a proteínas y no a 
compuestos de bajo peso molecular. Estos resultados sugieren que el efecto tóxico 
observado podría deberse a la presencia de fitohemoaglutininas en la pulpa de los 
frutos de C. microphylla. 
La concentración letal mediana (CL50) en E4 y E4 dializado no presentaron 
diferencias significativas, esto sugiere que el efecto tóxico podría deberse a la 
presencia de componentes de alto peso molecular. 
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Se sabe que el contenido de hemoaglutininas en una planta no son un factor 
protector para las plantas pero si constituyen un factor de resistencia beneficioso 
para la supervivencia de las especies (Peumans & Van Damme, 1995). La cantidad 
de lectinas de una planta depende de las condiciones ambientales en la que ésta 
se encuentre. Por ello, la presencia de compuestos bioactivos determinada en C. 
microphylla del monte xerofítico rionegrino podría estar relacionada con las 
condiciones semiáridas en las que crecen estas plantas, ya que se encuentran 
sometidas a estrés hídrico causado tanto por la deshidratación provocada por los 
fuertes vientos de la región como por las bajas precipitaciones del lugar. 
 
Cabe destacar que la misma dilución del extracto dializado que presentó actividad 
hemoaglutinante, causó la muerte del 100% de los peces, en el estudio de toxicidad 
in vivo.  
Por otro lado, las hemoaglutininas están asociadas con la limitación del crecimiento 
tumoral e inducción de hiperplasia (Huang et al., 2014: Fu et al., 2011; Li et al., 2011; 
González de Mejía & Prisecaru, 2005; Pryme et al., 1998). 
En conjunto, los resultados obtenidos de la actividad antioxidante, asociada a la 
actividad antitumoral por la eliminación de radicales libres junto con la actividad 
hemoaglutinante y toxicidad observadas sugieren que los frutos de Condalia 
microphylla podrían ser una fuente de compuestos con propiedades antitumorales. 
A partir del modelo del pez cebra se estudió el efecto antioxidante de los extractos 
de piquillín sobre la oxidación lipídica inducida por H2O2. Este modelo permitió 
determinar la actividad antioxidante in vivo de los extractos de piquillín. Además, el 
H2O2 fue efectivo para inducir la oxidación lipídica y el método de los TBAs permitió 
determinar este parámetro.  
El estrés oxidativo basal no fue modificado por la presencia del extracto de piquillín. 
Sin embargo, cuando se lo incuba con H2O2 (E4 AO + H2O2) se observó una 
disminución de la oxidación lipídica por debajo de los valores basales. Esto podría 
deberse a que hay un efecto aditivo producido por la acción antioxidante del extracto 
y la respuesta fisiológica del pez al estrés oxidativo.  
 324 
El valor basal de malonaldehído (MDA 1,34 µM) obtenido en el extracto de peces 
se encuentra dentro del rango reportado por otros autores en este modelo biológico 
(Zhang et al., 2012).  
El mal del piquillín, enfermedad que produce intoxicación en el ganado cuando éste 
se alimenta exclusivamente del arbusto, fue exitosamente evaluado a través del 
modelo del pez cebra. Esta toxicidad fue analizada durante el desarrollo temprano 
de los vertebrados por dos razones importantes: en primer lugar, los procesos 
fundamentales del desarrollo son notablemente conservados a través de las 
especies. En segundo lugar, los vertebrados en las etapas más tempranas de la 
vida a menudo son más sensibles a los efectos de químicos (NRC, 2000). Este 
biosistema permitió reproducir los efectos descriptos para esta enfermedad. Las 
sintomatologías observadas durante el tratamiento fueron compatibles con las 
reportadas en ganado vacuno y porcino para el mal del piquillín (Blanco Viera et al., 
2000; Bedotti et al., 2006; Delgado et al., 2011). La investigación presentada en este 
trabajo demuestra la utilidad de este modelo como una efectiva herramienta para 
ser utilizado en la valoración biológica del mal del piquillín a partir de extractos de 
corteza de este arbusto y facilita la investigación futura de los detalles de los efectos 
relacionados con la exposición a los brotes tiernos de esta planta. Por otra parte, el 
tiempo necesario para el mantenimiento de los animales, la preparación 
experimental y la finalización de estos estudios presentan grandes ventajas 
respecto de los estudios in vivo en modelos tradicionales. 
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4. CONCLUSIONES 
Con base en los resultados obtenidos en esta tesis, se logró determinar que 
 
 La temperatura óptima para la germinación P. alpataco fue de 30 ºC. 
 Los tratamientos de escarificación química y mecánica incrementaron 
significativamente la germinación respecto al control, en P. alpataco y de C. 
microphylla. 
 La inmersión durante 30 minutos de las semillas en H2SO4 concentrado 
(escarificación química) y la remoción del borde seminal (escarificación 
mecánica) son tratamientos de escarificación efectivos de P. alpataco.  
 La posibilidad de direccionar el desgaste de la zona basal de los endocarpos de 
C. microphylla y eliminar así el tejido que obtura los poros germinativos, es una 
metodología adecuada para romper la dormancia física impuesta por los 
endocarpos.  
 La endozoocoria tiene distintos efectos sobre los frutos de P. alpataco y de C. 
microphylla. Mientras que en las semillas de P. alpataco disminuyó la viabilidad 
y la capacidad germinativa, en los endocarpos de C. microphylla eliminó 
parcialmente la dormancia. 
 Los diferentes métodos de indirectos aplicados (prueba colorimétrica y 
conductividad del exudado de las semillas) indicaron que las semillas de P. 
alpataco pueden ser consideradas de alto vigor. 
 Es posible aplicar protocolos de microprogación de P. alpataco, tanto por vía 
organogénica como embriogénica. 
 La utilización de plántulas de P. alpataco obtenidas in vitro como fuente de 
explantes permitió inducir con éxito las respuestas organogénicas y 
embriogénicas. 
 Los explantes más adecuados para inducir la formación de callos embriogénicos 
fueron secciones cotiledonares que conservaron el eje embrionario.  
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 Los eventos de organogénesis se produjeron a partir de secciones nodales de 
plántulas germinadas in vitro. La obtención de brotes adventicios se produjo en 
ausencia de reguladores de crecimiento, mientras que la rizogénesis ocurrió en 
presencia de auxinas (ácido naftalenacético). 
 La combinación de 2,4D y BA indujo la embriogénesis somática indirecta. 
 La regeneración in vitro de Condalia microphylla vía organogénesis directa o 
indirecta ha presentado problemas inherentes a la presencia de contaminación 
endógena y al necrosamiento de los explantes. Por ello, resulta necesario 
desarrollar un protocolo bajo otras condiciones experimentales. 
 El estudio de los sistemas de propagación y supervivencia de las plántulas es 
una faceta de la biología de gran interés, ya que estos factores pueden 
condicionar la incorporación de individuos adultos a la población y con ello, la 
regeneración del ecosistema. La puesta a punto de estrategias de propagación 
de las especies Prosopis alpataco y Condalia microphylla facilitará la 
introducción de plantas en ecosistemas degradados.  
 Las plantas de P. alpataco y C. microphylla, obtenidas por germinación de 
semillas y/o cultivo de tejidos in vitro fueron utilizadas para repoblar el 
ecosistema regional a través de un acuerdo con Dirección de Bosques y 
Desarrollo Forestal de la provincia de Rio Negro Ministerio de Agricultura, 
Ganadería y Pesca). 
 La harina de Prosopis alpataco presenta importantes propiedades nutricionales, 
alto contenido de fibra y bajos niveles de antinutrientes.  
 Las evaluaciones de las propiedades medicinales y nutritivas de las especies 
seleccionadas permitió identificar productos con usos actuales o potenciales, y 
resulta fundamental para el uso y la protección racional de la biodiversidad. 
 Los resultados obtenidos de la composición nutricional y de ácidos grasos de la 
harina integral de P. alpataco, permite considerarla como un producto con 
propiedades funcionales. 
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 Los frutos de C. microphylla poseen un alto contenido de energía e hidratos de 
carbono, por lo que podrían considerarse de potencial utilidad para la salud. 
 Los resultados obtenidos de la caracterización biológica mostraron que los 
frutos de C. microphylla poseen actividad antioxidante y hemoaglutinante por lo 
que podría ser utilizada como fuente de principios bioactivos para el desarrollo 
de alimentos funcionales.  
 La actividad hemoaglutinante de los aislados proteicos del fruto de C. 
microphylla y el efecto tóxico (potencial actividad antitumoral) permiten proponer 
que sus frutos pueden ser utilizados como potenciales alimentos funcionales y 
sugerir la existencia de lectinas como agentes protectores de los frutos.  
 Las bajas concentraciones de proteína que produjo efectos tóxicos en el modelo 
de pez cebra (< 100 µg/ml) permite considerarlo como un compuesto con 
potencial actividad biológica.  
 El modelo del pez cebra permite reproducir los efectos tóxicos causados por la 
corteza de piquillín en mamíferos y roedores. Estos resultados permiten utilizar 
este modelo para estudios de purificación, identificación y caracterización de los 
componentes bioactivos presentes en el piquillín, que causarían el denominado 
“Mal del Piquillín”. 
 Los resultados de esta tesis permitieron encontrar usos potenciales para las 
especies estudiadas, lo que pone en valor y promueve el uso sostenible de dos 
plantas nativas patagónicas. 
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Estado de degradación de las tierras en Patagonia. Fuente: FAO/LADA. (2011) Evaluación 
de la Desertificación en Argentina. Resultados del Proyecto LADA / FAO. Gráfica Latina 
S.A., Buenos Aires (modificado). 
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